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 RESUMO 
Os linfomas não-Hodgkin (LNH) agressivos constituem um grupo heterogêneo 
de neoplasias hematológicas. Os LNH difusos de grandes células B compreendem cerca de 
20-25% dos LNH. O tratamento quimioterápico pode curar apenas 40-50% dos pacientes 
adultos com linfomas agressivos. São considerados indicadores prognósticos: idade, 
número de sítios extranodais, LDH, performance status e estadiamento clínico.  
Além desses fatores, anormalidades das proteínas reguladoras do ciclo celular e 
da apoptose parecem ser um importante mecanismo de desenvolvimento de neoplasias e 
podem ter um papel no prognóstico dos linfomas agressivos.  
A expressão das proteínas reguladoras do ciclo celular, p53, p21/WAF-1, 
Mdm2 , c-Myc e PCNA (proliferating cell nuclear antigen) foram avaliadas através da 
análise imunohistoquímica de biópsias de gânglio, fixadas em formol e embebidas em 
parafina de  113 casos de LNH de alto grau de malignidade histológico, sendo que em 62 
pacientes com LNH agressivos a expressão das proteínas foi correlacionada com dados 
clínicos e de sobrevida. Expressão de  p53, p21/WAF-1, Mdm2 e c-Myc foi observada em 
17/ 62 (30%), 25/60 (42%), 13/44 (30%) e 39/ 51 (76.5%) dos casos, respectivamente. O 
fenótipo p53+/p21WAF-1 negativo, que é mais freqüentemente encontrado nos casos com 
mutações do p53, foi associado com menor sobrevida global (SG), (P=0.04) e uma menor 
taxa de remissão completa (RC) (P=0.01). Expressão negativa de p53 e c-Myc foram 
relacionadas a uma melhor resposta à quimioterapia (P=0.005 e 0.035, respectivamente). A 
expressão de p53, c-Myc e Mdm2 foi associada a uma menor SG (P < 0.001, 0.05 e 0.037 
respectivamente), sugerindo que a expressão dessas proteínas poderia estar associada a um 
pior prognóstico nesses pacientes. 
Além da análise da expressão da p53, pesquisamos a presença de mutações do 
gene p53 nos casos com hiperexpressão da proteína (n=17). Foi possível extrair DNA de 15 
casos. A amplificação dos éxons 5-9 do p53 teve êxito em 7 casos, com o achado de uma 
mutação de ponto no éxon 6 (Val→Glu;T→A), num paciente com hiperexpressão da p53 e 
expressão negativada p21/WAF-1. 
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Avaliamos também a expressão de proteínas reguladoras da apoptose (p53,  
Bcl-2, Bax, Bak e Mcl-1) de 33 pacientes com LNH difusos de grandes células B e 
analisamos a relação entre a expressão dessas proteínas com dados clínicos e resposta à 
quimioterapia.  
Nossos resultados mostraram que a expressão da p53 foi considerada um 
parâmetro imunohistoquímico independente relacionado a um pior prognóstico nesses 
linfomas. Apesar da alta expressão observada das proteínas Bcl-2, Bax, Bak e Mcl-1, não 
foi encontrado associação com prognóstico ou resposta ao tratamento. 
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 INTRODUÇÃO 
Os linfomas não-Hodgkin (LNH) compreendem um grupo heterogêneo de 
neoplasias do sistema linfóide, derivadas principalmente de células B (85-90% dos casos) e, 
mais raramente, de células T (The Non-Hodgkin's Lymphoma Classification Project, 1997).  
A incidência de LNH tem aumentado substancialmente durante as últimas 
décadas (DEVESA et al, 1992). Entre 1973 e 1992, houve aumento cerca de 77% para 
população masculina e 66% para a população feminina. A projeção dessas taxas indica que, 
nos próximos 15 anos, haverá um aumento na incidência de aproximadamente 55% nos 
homens e 79% nas mulheres (BRAY et al, 2001). Nos Estados Unidos é a quinta causa de 
óbitos relacionados a neoplasias (GREENLEE et al, 2001). Cerca da metade desses casos 
são linfomas agressivos. No entanto, somente 40% são curados com quimioterapia 
convencional (SHIPP et al, 1993; The Non-Hodgkin's Lymphoma Classification Project, 
1997), justificando-se a necessidade da identificação de fatores prognósticos que sejam 
capazes de estratificar casos de pior evolução, para que possam ser submetidos a novas 
abordagens terapêuticas.  
Nos linfomas agressivos foram identificados alguns fatores prognósticos, como 
a idade ao diagnóstico, presença ou ausência de sintomas B, performance status, dosagem 
de lactato desidrogenase (LDH), número de sítios extranodais, grandes massas e doença 
avançada. Cinco  fatores prognósticos que apresentaram significância em análise 
multivariada foram utilizados no cálculo do Índice Prognóstico Internacional (IPI)(SHIPP 
et al, 1993): performance status (ECOG:2-4)(CONILL, 1990), idade >60 anos, estadio 
clínico de Ann Arbor avançado (III/IV), dosagem da LDH (> 1 vez o normal) e > 1 sítio 
extranodal. O IPI é um modelo de risco desenvolvido para predizer  a evolução de pacientes 
com LNH agressivos. De acordo com o IPI, os pacientes são classificados em 4 grupos de 
risco, através da soma dos fatores presentes ao diagnóstico: baixo risco (0 a 1 fatores), risco 
baixo intermediário (2 fatores), risco alto intermediário (3 fatores) ou alto risco (4 ou 5 
fatores).  
Além dos fatores clínicos, características celulares e moleculares também são 
capazes de definir grupos de pacientes com pior prognóstico.  Deste modo, várias  lesões 
genéticas estão presentes nos LNH, como a ativação de proto-oncogenes causadas por 
translocações cromossômicas (c-myc, bcl-2, bcl-6, bcl-10, bcl-1, NPM/ALK) e a inativação 
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de genes supressores tumorais (p53, p16, ATM) (PASQUALUCCI & DALLA-FAVERA, 
2001). 
As translocações cromossômicas representam o mecanismo principal de 
ativação de proto-oncogenes nos LNH. São constituídas por eventos de recombinações 
recíprocas e balanceadas entre dois sítios cromossômicos específicos. Essas translocações 
são caracterizadas pela recorrência dentro de uma categoria específica clínico-patológica. 
As translocações mais freqüentes nos LNH estão listadas na tabela 1. As translocações 
cromossômicas contribuem para o surgimento do linfoma, porém não são suficientes para 
causá-lo, sendo necessárias múltiplas lesões genéticas para o processo de desenvolvimento 
tumoral. 
A inativação de genes supressores tumorais nos LNH ocorre através de 
mecanismos semelhantes aos associados com outras neoplasias humanas, onde ocorre a 
inativação dos 2 alelos, mais freqüentemente através da deleção de um alelo e mutação do 
outro. Os genes supressores tumorais mais freqüentemente envolvidos na patogênese dos 
LNH são representados pelo p53 (IMAMURA et al, 1994), p16 (PYNIOL  et al, 1997) e 
ATM (gene com mutação da ataxia teleangiectasia). Esse último gene produz uma proteína 
capaz de fosforilar e ativar o gene p53 em resposta à lesão do DNA, causando uma 
interrupção na fase G1 do ciclo celular (BARLOW et al, 1997; BANIN et al, 1998; 
CANMAN  al, 1998).  
Em vista do exposto, o estudo da expressão das proteínas envolvidas na 
regulação do ciclo celular e apoptose, nos quais o gene p53 tem um papel central, pode ser 
útil para melhor entendimento da patogênese dos LNH e determinação do prognóstico 
desses pacientes. 
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Tabela 1: Translocações cromossômicas nos LNH 
Tipo 
histológico 
Translocação casos 
afetados 
(%) 
Proto-
oncogenes 
envolvidos 
Mecanismo de 
ativação do proto-
oncogene 
Função do proto-oncogene 
Linfoma linfo-
plasmocítico 
t(9;14)(p13;q32) 50 PAX-5 Desregulação 
transcricional 
Fator de transcrição regulador 
da proliferação e 
diferenciação de células B 
Linfoma 
folicular 
t(14;18)(q32;q21) 
t(2;18)(p11;q21) 
t(18;22)(q21;q11) 
90 bcl-2 Desregulação 
transcricional 
Anti- apoptose 
Linfoma de 
células do 
manto 
t(11;14)(q13;q32) 70 bcl-1 /ciclina 
D1 
Desregulação 
transcricional 
Regulador do ciclo celular 
Linfoma MALT t(11;18)(q21;q21) 
t(1;14)(p22;q32) 
50 
raro 
API2/MLT 
bcl-10 
Proteína de fusão 
Desregulação 
transcricional 
Anti-apoptose 
Anti-apoptose ? 
 
Linfoma B de 
grandes células 
der(3)(q27) 35 bcl-6 Desregulação 
transcricional 
Repressor transcricional 
necessário para formação do 
centro germinativo 
Linfoma de 
Burkitt 
t(8;14)(q24;q32) 
t(2;8)(p11;q24) 
t(8;22)(q24;q11) 
80 
15 
5 
c-myc Desregulação 
transcricional 
Fator de transcrição regulador 
da proliferação e crescimento 
celular 
Linfoma 
anaplásico T 
t(2;5)(p23;q35) 60 
 
NPM/ALK Proteína de fusão ALK -  tirosina quinase 
(adaptado de PASQUALUCCI & DALLA-FAVERA, 2001) 
   
Introdução 
37
GENES E PROTEÍNAS ENVOLVIDAS NA REGULAÇÃO DO CICLO CELULAR 
E APOPTOSE 
 
1. Regulação do ciclo celular 
A fração de crescimento das células é determinada pela porcentagem de células 
que estão em progressão no ciclo celular. O ciclo celular corresponde ao intervalo entre 
cada divisão celular e consiste em quatro fases com duração distinta (KAUFFMAN, 1996). 
Durante a fase S (síntese) ocorre a replicação do DNA e durante a fase M (mitose) observa-
se a separação dos cromossomos e divisão celular, gerando duas células filhas. A fase G1 
(gap) é o intervalo entre o fim da mitose e o início da próxima fase S. A fase G2 é o 
intervalo entre o término da fase S e o início da M e a fase G0 é representada pelas células 
que estão quiescentes.  
Os pontos de checagem do ciclo celular são posições de controle que asseguram 
que eventos essenciais no ciclo celular sejam completados antes de um evento subsequente. 
Permitem que haja tempo necessário para o reparo do DNA danificado antes da replicação 
e mitose. Quebras no DNA parecem induzir uma interrupção na fase G1, adiando a 
progressão das células em G1 para a fase S até que o reparo seja concluído. Outros pontos 
de checagem podem ser observados nas células em fase S ou G2. O ponto de checagem em 
G2  impede que as células lesadas entrem em mitose até que o reparo seja feito. Desse 
modo, garantem replicação e segregação cromossômicas sem ocorrência de mutações ou 
aberrações (figura 1). 
A perda de regulação de qualquer etapa do ciclo celular pode resultar no 
acúmulo de células com defeitos genéticos. As proteínas p53 e a p21/WAF-1, induzida pela 
p53, são peças fundamentais na interrupção do ciclo celular no ponto de checagem G1/S 
(HARRIS  et al, 1993; EL-DEIRY et al, 1993). 
Quando o ciclo celular é temporariamente interrompido no ponto de checagem 
da transição G1/S, as células têm duas possibilidades: progressão para a fase S ou início do 
processo de apoptose. A passagem para a fase S requer a ativação de enzimas, as quinases 
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ciclina-dependentes (CDKs), que ativam as ciclinas, necessárias para a síntese de DNA 
(figura 2). A proteína p21/WAF-1 é um inibidor do complexo ciclina/CDKs. 
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 Figura 2: Ciclo celular e suas relações com as ciclinas, quinases ciclina-dependentes 
(CDKs) e a proteína Rb. As ciclinas combinam-se com as respectivas CDKs, 
ativando-as; a CDK ativada fosforila proteínas críticas para o progresso no ciclo 
celular. A ciclina D ativa CDK 4 e 6, que fosforilam a proteína Rb. A proteína 
Rb desfosforilada está ligada a vários fatores de crescimento, entre eles o E2F e 
à medida que vai sendo fosforilada, libera o E2F, que ativa genes relacionados 
com a síntese de DNA, desencadeando o ciclo de divisão celular. No final da 
mitose, a Rb é desfosforilada, ligando-se com o E2F e inibindo o ciclo celular. 
A proteína p53 induz a produção de p21/WAF-1, um inibidor do complexo 
ciclina D/CDK 4/6. (ZAGO & GARICOCHEA, 2001). 
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1.1. REGULAÇÃO E FUNÇÃO DA p53  
O gene p53, localizado no cromossomo 17, foi identificado pela primeira vez 
em 1979, em virtude de sua associação com o vírus simiano 40 (SV40) (simian virus 40 
large T-antigen) e sua alta expressão em tumores quimicamente induzidos ou em células 
espontaneamente transformadas (LINZER et al, 1979).  
O p53 age como um gene supressor tumoral, cuja função está freqüentemente 
comprometida nas neoplasias hematológicas e não hematológicas (NIGRO et al, 1989; 
WEINBERG et al , 1991; OREN et al , 1992; CESARMAN et al, 1992; NERI et al, 1993; 
BALDINI et al, 1994;IMAMURA et al, 1994; OLINER et al, 1994, GREENBLATT et al, 
1994). As alterações genéticas do p53 nos tumores humanos incluem perdas alélicas, 
mutações com troca de um aminoácido ou desvio de leitura e deleções intragênicas. 
Mutações do p53 são encontradas em aproximadamente 50% das neoplasias humanas 
(NIGRO et al, 1989; HARRIS et al, 1993; CHANG et al, 1995), sendo a maioria delas 
constituída por substituições de bases, que levam à produção de uma proteína incapaz de se 
ligar ao DNA ou de ativar a transcrição de genes alvos (VOGELSTEIN et al, 1992; 
HARRIS et al, 1993). Alguns desses genes que estão sob a modulação do p53 estão 
descritos na tabela 2. 
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Tabela 2: Genes transcricionalmente regulados pelo p53 
Ativados pelo p53 
Bax/Bak Indutor da apoptose (membro da família do Bcl-2) 
FAS/Apo1 Indutor da apoptose; receptor da superfície celular 
Ciclina G Componente do ciclo celular 
GD-AIF Fator inibidor da angiogênese 
HIC1 Gene hypermetelated in cancer 
IGF-BP3 IGF-binding protein, insulin growth factor pathway inhibitor 
MCK Muscle creatine kinase 
Mdm2 Mouse double minute no.2 oncoprotein; regulador negativo do p53 
p21/WAF1-CIP1 Wild-type activated fragment 1: ciclina-CDK e inibidor da replicação do DNA; 
regulador do ciclo celular 
Trombospondina Inibidor da angiogênese 
Reprimidos pelo p53 
bcl-2 Inibidor da apoptose 
c-myc Oncoproteína celular 
FGF Fibroblast growth factor 
c-fos Oncogene  celular  
HSP70 Heat shock protein, de 70kDa 
IL-6 Interleucina 6; promotora da diferenciação da célula B 
MDR1 Multi-drug resistance glycoprotein 1; transportador de membrana 
PCNA Proliferating cell nuclear antigen; fator de proliferação de DNA 
TK (HSV) Thymidine kinase of herpes simplex virus 
(VELCULESCU & EL-DEIRY, 1996) 
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O gene p53 codifica uma proteína de 53kD, que está envolvida na transcrição 
gênica, síntese, reparo de DNA e apoptose. (LEVINE et al, 1991; VOGELSTEIN et al, 
1992; HARRIS et al, 1993; SACHS & LOTEM, 1993). Sua principal função é interromper 
a replicação celular no ponto de checagem G1/S do ciclo celular e secundariamente em 
G2/M (SUGRUE et al, 1997; SCHAWARTZ et al, 1997), na presença de DNA danificado 
por estímulos mutagênicos físicos e químicos (FORRESTER et al, 1996; CALMELS et al, 
1997). A p53 é ativada através fosforilação induzida pela CHK2, uma proteína quinase que 
é regulada pela ATM (HIRAO et al, 2000). 
A interrupção no ciclo celular em resposta aos estímulos citotóxicos permite o 
reparo dos danos do DNA e é fundamental para a estabilidade genética e viabilidade de 
células danificadas. A progressão do ciclo celular para a fase S após lesão do DNA, como a 
que ocorre em células tumorais com p53 mutante, leva à transmissão de mutações para 
outras células, desencadeando o processo neoplásico (VELCULESCU et al, 1996)       
(Figura 3). 
Se o dano for irreparável, a p53 ativa genes responsáveis pela apoptose, como o 
bax, que conduzirão a célula à apoptose (MYASHITA et al, 1995). A apoptose dependente 
do p53 pode, portanto, modular a citotoxicidade de agentes anti-cancerosos, causando 
resistência clínica às drogas quimioterápicas (WILSON et al 1997). Em estudos in vitro, 
observou-se que linhagens de células com p53 mutante apresentam menor inibição de 
crescimento em comparação com as células com p53 selvagem quando tratadas com a 
maioria das drogas quimioterápicas (O’CONNOR et al, 1997). Células deficientes em p53 
ou que expressam Bcl-2 ou Bcl-xl também são resistentes a agentes citotóxicos (LOWE       
et al, 1994; FINDLEY et al, 1997). 
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A proteína p53 age como um fator de transcrição, ligando-se ao gene     
p21/WAF-1, um potente inibidor reversível do ciclo celular na fase G1, período no qual é 
feito o reparo do DNA danificado (EL-DEIRY et al, 1993, 1994 e 1995; HARPER et al, 
1993; SHEIK et al, 1995). A proteína p21/WAF-1 inibe a função estimuladora do ciclo 
celular de um complexo de proteínas (ciclinas e quinases ciclina-dependentes, incluindo o 
produto do gene do retinoblastoma, a proteína Rb)(HARPER et al, 1993). Liga-se à 
maquinaria transcricional através de uma subunidade chamada TBP. A p21/WAF-1 liga-se 
à CDK2 e CDK4, inibindo a fosforilação da Rb, uma proteína que libera a ação de 2 fatores 
(E2F-DP1) que iniciam a transcrição gênica. Desta forma, há uma interrupção no ciclo 
celular, permitindo que o DNA danificado seja reparado. Após o reparo, há diminuição nos 
níveis da p53, a síntese da p21/WAF-1 é interrompida e o complexo ciclinas-CDKs 
fosforila a Rb para liberar novamente a entrada na fase S. Deste modo, a p53 interage e 
modifica funcionalmente a proteína Rb, inibindo-a e aumenta a transcrição do E2F1 (fator 
de transcrição promotor da fase S)(Figura 2). 
A p53 é regulada pela proteína Mdm2 através de um mecanismo de regulação 
negativa  (WU et al, 1993). A transcrição da Mdm2 é induzida pela p53 após sua 
estabilização secundária à lesão do DNA. A Mdm2 se liga ao p53 e inibe sua capacidade de 
agir como fator de transcrição e supressor tumoral, através do bloqueio do domínio de 
transativação do p53, além de promover degradação da p53, através de ubiquitinização 
(LEVINE et al, 1995; DONEHOWER et al, 1993; PIETPOL et al, 1993; HAUPT, et al 
1997; KUBBUTAT et al, 1997).  Portanto, p53 e Mdm2 formam uma alça auto-reguladora, 
na qual a p53 limita sua própria atividade através da produção da Mdm2 (WU et al, 1993; 
LEVINE et al, 1999). Numa célula normal, baixos níveis de p53 inativo são mantidos pela 
proteína Mdm2, a qual bloqueia a atividade da p53 no núcleo e a transporta para o 
citoplasma para ser degradada por proteossomos citoplasmáticos (FREEDMAN & 
LEVINE, 1998).  
Em condições normais, a Mdm2 é controlada pela proteína nucleolar p19 ARF, 
a qual seqüestra a Mdm2 no nucléolo após ativação da proteína c-Myc (WEBER et al, 
1999; EISCHEN et al, 1999). Enquanto a ARF e a Mdm2 estão no nucléolo, a p53 age no 
núcleo das células. Mutações da ARF provocam a liberação da Mdm2 para o núcleo, 
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levando à degradação da p53. Portanto, a ARF é essencial no controle da ativação da p53, 
pois inibe a exportação nuclear da Mdm2 (POMERANTZ et al, 1998; ZHANG et al, 1998; 
TAO & LEVINE, 1999; KAMIJO et al, 1999; ZHANG & XIONG, 1999) (figura 4). 
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Figura 5: Em células não estressadas, p53 e Mdm2 circulam entre o núcleo e o citoplasma. 
Ao formar um complexo no núcleo, a Mdm2 ubiquitina a p53, causando sua 
saída do núcleo. A degradação da p53 mediada pela Mdm2 completa-se no 
citoplasma. Sinais de stress (tais como lesão no DNA) ativam várias quinases 
celulares que adicionam grupos fosfatos a diferentes aminoácidos ao p53. A 
modificação da conformação da p53 pela fosforilação, reduz a interação entre 
Mdm2 e p53,  interferindo com a ubiquitinação e exportação nuclear da p53 pela 
Mdm2. Além disso, a fosforilação da p53 promove a interação entre p53 e co-
ativadores transcricionais, tais como p300, mascarando os sinais de exportação 
nuclear da p53. (GOTTIFREDI & PRIVES, 2001). 
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1.2. ALTERAÇÕES DAS PROTEÍNAS REGULADORAS DO CICLO CELULAR 
NOS  LNH 
Alterações das proteínas reguladoras do ciclo celular, tais como p53, p21/WAF-
1, Mdm2 e c-Myc, têm sido descritas nos LNH. 
p53 
A presença de rearranjo ou deleções do braço curto do cromossomo 17(17p), 
onde está localizado o gene p53, foi observada em pacientes com LNH e relacionado com 
progressão rápida de doença, má resposta à quimioterapia e menor sobrevida 
(CABANILLAS et al, 1987; RODRIGUEZ et al, 1991). Em 1992, ICHIKAWA e 
colaboradores relataram pela primeira vez a presença de mutações do p53 em LNH 
folicular e difuso de linhagem B, relacionado a estadios mais avançados de doença. 
Mutações no p53 ocorrem em aproximadamente 35-45% dos linfomas de 
Burkitt (GAIDANO et al, 1991; IMAMURA ET AL, 1994), 20-30% dos linfomas 
agressivos difusos de grandes células B, raramente em linfomas B indolentes e T. 
(IMAMURA et al, 1994; MOLLER et al, 1999). Porém, cerca de um terço dos LNH de 
baixo grau de malignidade histológico adquirem mutações na transformação para doença 
agressiva, sugerindo que o p53 tem um importante papel na progressão de doença 
(GAIDANO et al, 1991; ICHICKAWA et al, 1992; LO COCO et al, 1993; SANDER et al, 
1993; PROKOCIMER et al, 1994; CHANG et al, 1994; AKASAKA et al, 1996, LENS       
et al, 1997). 
Alterações da proteína p53 podem ser detectadas através da técnica de 
imunohistoquímica. Mutações de ponto aumentam a meia-vida e a quantidade da proteína, 
permitindo a detecção por imunohistoquímica nas células tumorais. A sensibilidade da 
imunohistoquímica para p53 mutante é cerca de 75% (GREENBLATT et al, 1994). A 
detecção da p53 selvagem funcionalmente inativa também é possível por essa técnica, 
quando há estabilização da proteína (ligação com Mdm2, vírus, lesão do DNA por agentes 
genotóxicos (LANDERS et al, 1997; HALL et al,1993). Falsos negativos podem ocorrer, 
como mutações que resultam em quebra ou deleção da proteína (sem sentido ou com desvio 
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de leitura), pois não causam acúmulo da proteína. Esses tipos de mutações correspondem a 
cerca de 10% das alterações do p53. Portanto, a hiperexpressão da p53 não indica 
necessariamente a existência de mutação no gene (ADAMSON et al, 1995; VILLUENDAS 
et al, 1993; CESARMAN et al, 1993; KOCIALKOWSKI et al, 1995), mas pode indicar 
alteração da função da proteína. 
A correlação entre presença de anormalidades do gene p53 e da proteína 
(mutação ou hiperexpressão) nos LNH e pior prognóstico foi observada em alguns estudos 
(GREINER et al, 1996; HERNANDEZ et al, 1996; ICHIKAWA et al, 1997; LENS et al, 
1997; KODURO et al 1997; NAGAI et al,1998; CHEN et al, 1999; MOLLER et al, 1999; 
CHANG et al, 2000; GRONBAEK et al, 2000) e contestada em outros (PREUDHOMME 
et al, 1995; SANCHEZ et al, 1998; SAKAI et al, 1998; OSADA et al, 1999). 
 
p21/WAF-1 
A expressão da p21/WAF-1 é observada em 18-27% dos LNH, com incidência 
maior nos linfomas CD 30+, os quais co-expressam p53. No entanto, mutações do p53 não 
foram observadas nesses casos (CESARMAN et al, 1993). Portanto, a expressão da p53 
selvagem, associada ao acúmulo da p21/WAF-1 indica uma proteína p53 com função 
normal, capaz de ativar a transcrição da p21/WAF-1 (MAESTRO et al, 1997). Mutações do 
p53 foram detectadas principalmente nos casos com expressão da p53 e ausência de 
expressão da p21/WAF-1. Portanto, a análise imunohistoquímica combinada dessas duas 
proteínas aumenta a sensibilidade do método na detecção de mutações do p53  e é válida 
para identificar o estado funcional da proteína (CHILOSI et al, 1995, VILLUENDAS et al, 
1997; MOLLER et al, 1999).  
Aparentemente não há anormalidades estruturais do p21/WAF-1 nos casos onde 
há aumento de sua expressão (MAESTRO et al, 1997). Por outro lado, deleções dos genes 
p21/WAF-1 e p16/INK4a e perda de expressão das proteínas foram relatadas em variantes 
agressivas de linfomas de zona do manto (PYNIOL et al, 1997). 
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Mdm2 
O oncogene mdm2 foi originalmente identificado em virtude de sua 
amplificação numa linhagem tumorigênica de camundongo (CAHILLY-SYNDER et al, 
1987). Amplificação do mdm2 está presente em vários sarcomas humanos (KHATIB et al, 
1993) e resulta em hiperexpressão da proteína, que pode ser detectada por 
imunohistoquímica em várias neoplasias humanas, como melanomas, osteosarcomas e 
carcinoma renal, além de vários subtipos de LNH agressivos e muito agressivos 
(KAWATAMATA et al, 1996; SANCHEZ et al, 1998; MOLLER et al, 1999). Tumores 
que apresentam amplificação do mdm2 geralmente contém a p53 selvagem, provavelmente 
estabilizada pela Mdm2 (LANDERS et al, 1997). Além da amplificação, outra 
anormalidade que pode ser encontrada é a presença de formas alternativas aberrantes do 
RNAm da Mdm2, que resultam na perda da região N-terminal, sítio de ligação com a p53, 
levando à hiperexpressão da p53 (BARTEL et al, 2001). 
 
PCNA 
A proteína PCNA é um importante marcador de proliferação celular, 
correlacionando-se com outros marcadores de atividade proliferativa em linfomas, tais 
como Ki-67, MIB-1 e fração de fase S (PICH et al, 1994). 
A PCNA é uma proteína de 29 kD envolvida na síntese de DNA e relacionada à 
fase S do ciclo celular. A PCNA é um componente do complexo CDK e um co-fator para a 
DNA polimerase (JÓNSSON et al, 1997). Adere a DNA polimerase à fita de DNA e 
facilita o processo de síntese de DNA durante a fase S do ciclo celular. Além disso, interage 
com uma série de proteínas, tais como o inibidor das ciclinas p21/WAF-1, várias 
ciclinas/CDKs e Gadd45. Essa última proteína liga-se ao PCNA, inibe a entrada das células 
na fase S e parece estimular in vitro a excisão dos nucleotídeos para reparo do DNA 
(SMITH et al, 1994). A interação de PCNA com a p21/WAF-1 inibe a capacidade do 
PCNA de ativar a DNA polimerase, interrompendo a síntese de DNA (figura 8). 
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c-Myc 
O proto-oncogene c-myc é um análogo celular do oncogene v-myc, o gene do 
retrovirus MC19, implicado na patogênese de tumores em aves. Está localizado no 
cromossomo 8q24.  Esse proto-oncogene tem um papel crítico no controle da proliferação 
hematopoiética. A indução da Myc dirige as células da fase G0 para a fase G1 do ciclo 
celular (OBAYA et al, 1999). A proteína Myc pode agir como uma reguladora bivalente, 
determinando proliferação celular ou apoptose, dependendo da sua ligação com seus 
heterodímeros, Mad e Max. O complexo Myc/Max estimula a proliferação, enquanto o 
complexo Mad/Max inibe a função do Myc.  
A importância da desregulação do c-myc pode ser observada nos linfomas de 
Burkitt, na qual o gene myc localizado no cromossomo 8 se justapõe ao enhancer da cadeia 
pesada da imunoglobulina, localizado no cromossomo 14, mais freqüentemente. Essa 
translocação resulta em hiperfunção do c-myc e vantagem proliferativa importante na 
gênese deste linfoma.  
Mutações de ponto do c-myc foram identificadas em alguns casos de LNH tipo 
MALT e em linfomas nodais, embora não fosse detectado rearranjo gênico por Southern 
Blot (PENG et al, 1997). Nos LNH anaplásicos CD 30 + é encontrada uma alta freqüência 
de ativação do c-myc (INGHIRAMI et al, 1994).  
A presença de rearranjo do c-myc nos linfomas difusos de grandes células B 
ainda tem significado controverso em termos de prognóstico (LADANYI et al, 1991; 
VITOLO et al, 1998; KRAMER et al, 1998; KAWASAKI et al, 2001). No entanto, a 
expressão da proteína parece ter um impacto negativo na sobrevida (CHANG et al, 2000). 
O p53 é um regulador da transcrição do c-myc: a p53 selvagem inibe a 
expressão da proteína c-Myc, induzindo apoptose. Por outro lado, a proteína c-Myc 
favorece a apoptose induzida pela ação citotóxica do TNF, inibindo vias anti-apoptóticas 
(PRENDERGAST et al, 1999). 
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2. GENES E PROTEÍNAS ENVOLVIDOS NA REGULAÇÃO DA APOPTOSE 
(BCL-2, BAX, BAK, MCL-1) 
 
O processo de apoptose visa a eliminação de células que perderam a função ou 
viabilidade. Envolve a ação de vários genes pró-apoptóticos e ativação de uma cadeia de 
enzimas que degradam o DNA (caspases)(GOTTLIEB, RA, 2001).  
A família das proteínas relacionadas à Bcl-2 agem sob a forma de dímeros, ora 
induzindo (Bax, Bak, Bcl-xs, Bad, Bid),  ora inibindo a apoptose (Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1) 
(KROEMER, 1997; HERR & DEBATIN, 2001). Essas proteínas controlam o status da 
permeabilidade da mitocôndria e o efluxo de íons ou proteínas, principalmente do 
transportador de elétrons citocromo c.  As proteínas Bcl-xl e Bcl-2 inibem o efluxo de íons, 
enquanto que os membros pró-apoptóticos promovem o efluxo. Bad e Bid não são capazes 
de formar poros na membrana, mas possuem um sítio de ligação (BH3) que age removendo 
as proteínas pró-apoptóticas de seus parceiros antiapoptóticos, promovendo a formação de 
poros através da ação da proteína pró-apoptótica (figura 6). 
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Figura 6: ; 
Mcl-1, Bak) ou inibição da apoptose (Bax/Bcl-2; Bcl-2/Bcl-2) (SILVA, 1999). 
 
 Membros da família da proteína Bcl-2 e suas interações, com indução (Bax/Bax
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A Bcl-2 é uma oncoproteína de membrana localizada nas membranas da 
mitocôndria, retículo endoplasmático e envelope nuclear. Possui ação anti-apoptótica. 
Portanto, desregulação da expressão do bcl-2 pode levar a sobrevivência anormal de células 
B com acúmulo de lesões genéticas adicionais, levando ao desenvolvimento dos linfomas.   
A p53 selvagem é capaz de exercer um efeito de regulação negativa sobre a 
Bcl-2, promovendo apoptose (FINDLEY et al, 1997). Essa ação ocorre através da ativação 
da transcrição do bax (MYASHITA et al, 1995: YIN et al, 1997), que codifica uma proteína 
homóloga à Bcl-2. A Bax autodimeriza-se ou dimeriza-se com a Bcl-2 e promove apoptose 
quando sua produção está aumentada. As proteínas pró-apoptóticas Bax e Bak também são 
reguladas diretamente pela p53, conforme descrito por PEARSON et al, 2000.  
A Bax causa a morte celular através da formação de poros na mitocôndria, 
causando a liberação de citocromo c no citosol e ativação das caspases, moléculas 
proteolíticas que levam à fragmentação nuclear e morte celular (ROSSE et al, 1998). A 
proteína Bcl-2 interfere com a ativação das caspases inibindo a liberação do citocromo c 
(KLUCK et al, 1997; YANG et al, 1997), inibindo a apoptose (Figura 7). 
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Figura 7: Mecanismo de apoptose celular. O receptor de apoptose (esquerda) é acionado 
pela CD95, induzindo a formação de um complexo de morte celular. Esse 
complexo recruta , via a molécula adaptadora FADD e múltiplas moléculas de 
procaspase-8, que resultam na ativação da caspase-8. A apoptose via mitocôndria 
é controlada por membros da família Bcl-2. O estimulo de  morte celular induz a 
liberação de citocromo c, AIF, Apaf-1 e outros fatores da mitocôndria. A 
associação da caspase 9, citocromo c e Apaf-1 forma o apoptossomo. A apoptose 
via mitocôndria e via receptor de morte convergem para a ativação de caspase-3, 
resultando em clivagem de substratos celulares e apoptose (HERR & DEBATIN, 
2001). 
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Em resumo, a p53 é elemento central no controle da proliferação celular e da 
apoptose. A próxima figura (figura 8) exemplifica e resume as principais inter-relações 
entre as diferentes vias de indução da apoptose e controle do ciclo celular.  
Em vista disto, surge o objetivo central deste trabalho, ou seja, avaliar a 
influência da expressão de proteínas envolvidas no ciclo celular e apoptose na evolução de 
pacientes com linfomas não-Hodgkin agressivos.   
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 OBJETIVOS 
1. Avaliar a expressão das proteínas p53, p21/WAF-1, c-Myc, Mdm2  e  PCNA 
em pacientes com linfomas não-Hodgkin de alto grau de malignidade 
histológico. 
2. Nos pacientes com linfomas agressivos, correlacionar a expressão das 
proteínas reguladoras do ciclo celular (p53, p21/WAF-1, Mdm2, c-Myc e 
PCNA) e das proteínas envolvidas com apoptose (Bcl-2, Bax, Bak e Mcl-1) 
com: tipo histológico, fatores prognósticos, resposta à quimioterapia, 
sobrevida global (SG) e livre de doença (SLD). 
3. Avaliar a presença de mutações do gene p53 nos linfomas agressivos com 
hiperexpressão da proteína p53. 
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 PACIENTES E 
MÉTODOS 
1. PACIENTES E AMOSTRAS 
Neste estudo retrospectivo, foram avaliadas 113 amostras de gânglios de 
pacientes com diagnóstico anátomo-patológico de  linfoma não-Hodgkin de alto grau de 
malignidade histológico, realizado pelo Departamento de Anatomia Patológica do HC 
Unicamp entre 1978 e 1997. O material foi fixado em formol e embebido em parafina. Os 
casos foram reclassificados de acordo com a classificação REAL (CHAN et al, 1994; 
HARRIS et al, 1994)(tabela 3) e submetidos à análise imunohistoquímica com os 
anticorpos anti-p53, anti-p21/WAF-1, anti-Mdm2, anti-c-Myc e anti-PCNA.  
A correlação da expressão das proteínas acima citadas com fatores 
prognósticos, resposta à quimioterapia, sobrevida global (SG) e livre de doença (SLD), foi 
realizada nos pacientes com linfomas agressivos que apresentavam informações clínicas 
suficientes. Nos LNH difusos de grandes células B, também foi avaliada a correlação entre 
expressão de proteínas reguladoras da apoptose (p53, Bax, Bak, Mcl-1 e Bcl-2) com fatores 
prognóstico e sobrevida. Pesquisa de mutação do gene p53 foi realizada nos casos com 
linfomas agressivos com hiperexpressão da p53. 
O estadiamento inicial dos pacientes com linfomas agressivos incluiu: história, 
exame físico, dosagem da lactato desidrogenase (LDH), ultrassonografia e/ou tomografia 
computadorizada (CT) de abdome), RX e/ou CT de  tórax e biópsia de medula óssea. Os 
pacientes foram classificados de acordo com Ann Arbor (CARBONE  et al, 1971) e o 
Índice Prognóstico Internacional (IPI) (SHIPP et al, 1993). Pacientes com idade superior a 
60 anos foram tratados com CHOP-Bleo (RODRIGUEZ et al, 1977) e os demais com 
esquemas de terceira geração (MACOP-B, F-MACHOP ou VACOP-B)(KLIMO et al, 
1985; AMADORI et al, 1985; O'REILLY et al, 1991;). Remissão completa (RC) foi 
definida como normalização dos achados físicos e radiológicos, quatro semanas após o 
último ciclo de quimioterapia. Remissão parcial (RP) foi definida como uma redução de  
50% da massa tumoral inicial. Pacientes que não preenchessem os critérios acima foram 
considerados não respondedores  (NR). 
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Tabela 3: Classificação histopatológica dos 113 analisados e correspondência às 
classificações de Kiel, Working Formulation e WHO 
Kiel Working Formulation REAL WHO N 
Linfoblástico Linfoblástico Linfoma precursor B ou T 
linfoblástico 
Leucemia/linfoma 
precursor B ou T 
8 
Burkitt Burkitt Burkitt Leucemia/linfoma de 
Burkitt 
15 
Centroblástico Difuso de grandes células Difuso de grandes células B Difuso de grandes 
células B 
60 
Anaplásico Difuso de grandes células Anaplásico de grandes 
células, CD 30+ 
Anaplásico de grandes 
células, CD 30+ 
7 
Imunoblástico Difuso de grandes células  
imunoblástico 
Difuso de grandes células  B Difuso de grandes 
células B 
12 
T Difuso misto de pequenas e 
grandes células 
T- periférico sem 
especificação 
T- periférico sem 
especificação 
11 
Adaptado de HIDDEMANN et al, 1996. 
 
2. TÉCNICAS LABORATORIAIS 
2.1. Imunohistoquímica 
A expressão de p53, p21/WAF-1, Mdm2, c-Myc e PCNA foi determinada 
através de 2 técnicas: técnica de imunoperoxidase convencional (HSU et al, 1981) com 
algumas modificações (p53, c-Myc, PCNA) e imunohistoquímica com amplificação de 
sinais (CSA) (p21/WAF-1, Mdm2). As reações imunohistoquímicas para avaliação da 
expressão das proteínas Bcl-2, Bax, Bak e Mcl-1 foram realizadas pelo aluno de Mestrado 
Marcos Damião Alves da Silva e os detalhes da técnica imunohistoquímica utilizada estão 
descritas em sua  tese de mestrado (SILVA,  1999). 
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2.2. Técnica de extração do DNA de tecido embebido em parafina (DNAeasy tissue kit 
(QIAGEN, Germany). Foi realizada extração de DNA dos blocos de parafina dos 
casos com linfomas agressivos que apresentaram hiperexpressão de p53. 
 
2.3. Amplificação do DNA através da técnica da reação em cadeia da polimerase 
(PCR) (SAIKI et al, 1988), usando-se iniciadores dos éxons 5 a 9 do gene p53. 
 
2.4. Purificação dos produtos do PCR (QIA quick purification kit - QIAGEN, 
Germany) 
 
2.5. Sequenciamento direto dos produtos do PCR dos éxons 5 a 9  
 
2.1. IMUNOHISTOQUÍMICA - REAGENTES 
Anticorpos primários:  
- p53 (clone  DO-7): anticorpo monoclonal de camundongo, isotipo IgG2b, 
kappa (Dako, Dakopatts, Copenhagen, Denmark) , diluição 1:50 
- p21/WAF-1(clone EA10): anticorpo monoclonal  de camundongo, isotipo 
IgG1(Calbiochem, Cambridge, Massachusetts), diluição 1:150  
Os anticorpos primários citados abaixo são provenientes de Santa Cruz 
Biotecnology, Inc., California - USA. 
- c-Myc (9E10, SC-40): anticorpo monoclonal de camundongo, isotipo IgG1, 
diluição 1:80 
- PCNA (PC10, SC-56): anticorpo monoclonal de camundongo, isotipo 
IgG2a, diluição 1:100 
- Mdm2 (SMP14, SC-965): anticorpo monoclonal de camundongo, isotipo 
IgG1, diluição 1:150 
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- Bcl-2: IgG1 anti-proteína Bcl-2, monoclonal obtida da fusão de células de 
mieloma de camundongo com células esplênicas de camundongo imunizado 
com proteína Bcl-2 de origem humana. 
- Bax:  anticorpos policlonais purificados em coluna cromatográfica de 
afinidade contra uma porção amino terminal de proteína Bax de origem 
murina (reativo com proteína humana). 
- Bak - anticorpo policlonal purificado por coluna de afinidade e obtido a 
partir da imunização de carneiros contra o peptídeo correspondente aos 
aminoácidos assim numerados na porção 82 a 104 da proteína de origem 
humana. 
- Mcl-1 - anticorpo policlonal originado em coelho imunizado com um 
peptídeo de origem humana correspondendo aos amino-ácidos 121 - 139, e 
purificado por coluna de afinidade. 
Anticorpo secundário (Multilink) e complexo avidina-biotina (ABC): 
provenientes  da Dako Corporation (Dinamarca). O substrato utilizado para revelação foi a 
diaminobenzina (DAB), da marca SIGMA - USA. 
Na técnica de imunohistoquímica com amplificação de sinais, foi utilizado o kit 
de amplificação CSA (Dako Catalyzed Signal Amplification (CSA) System), Dako 
Corporation, Carpinteria, CA 
 
2.1.1. Técnica de imunoperoxidase: utilizada nas reações com os anticorpos p53, 
c-Myc e PCNA. 
Os cortes foram colocados em lâminas previamente silanizadas. 
A desparafinização foi feita com xilol a 65°C durante 15 minutos, depois à 
temperatura ambiente por 10 minutos (2x); hidratação progressiva com álcool a 100%          
(2 minutos, 2x consecutivas), a 80% e 50% por 2 minutos.  
Pacientes e Métodos 
68
Realizou-se o bloqueio da atividade da peroxidase endógena através da 
incubação dos cortes em solução de H2O2 a 3% e metanol durante 15 minutos, seguido de 
lavagem com água corrente, destilada e tampão PBS. 
Em seguida, os cortes foram aquecidos  em tampão citrato 0.01M pH-6.0 com o 
objetivo de melhorar a reatividade dos epítopos com os anticorpos. O aquecimento foi 
realizado em forno de microondas, na potência máxima , durante 7 minutos, 3 vezes 
consecutivas para o anticorpo p53 e 2 vezes para os demais anticorpos. Para o anticorpo 
p53 fez-se primeiro o aquecimento no microondas e posteriormente a inativação da 
peroxidase endógena. O excesso de tampão foi retirado e os cortes foram incubados com o 
anticorpo primário em câmara úmida "overnight" a 4°C. 
Coloração: após retirar as lâminas da incubação com o anticorpo primário 
foram feitas 3 lavagens com tampão PBS de 5 minutos cada à temperatura ambiente. As 
lâminas foram secas com papel  filtro e incubadas por 60 minutos à temperatura ambiente 
com o anticorpo secundário policlonal (multi-link). Em seguida, foram lavadas novamente 
com tampão PBS e incubadas por 40 minutos com o complexo strepto-avidina-biotina-
peroxidase. Após nova lavagem em tampão PBS, foram coradas com diaminobenzidina 
(DAB) e H2O2 (5 minutos). 
As lâminas foram lavadas com água para retirar o excesso de DAB e foram 
contracoradas com hematoxilina de Mayer . A seguir, as lâminas foram desidratadas com 
álcool a 100% e xilol e montadas em resina sintética. 
 
2.1.2. Imunohistoquímica – CSA (Mdm2 e p21/WAF-1) 
Etapas: 
1. Desparafinização e hidratação idem técnica anterior. 
2. Inativação da peroxidase endógena : os cortes foram cobertos com peróxido 
de hidrogênio por 5 minutos e lavados com água destilada. 
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3. Aquecimento dos cortes em tampão citrato 0.01M pH-6.0 com o objetivo de 
melhorar a reatividade dos epítopos com os anticorpos, em forno de 
microondas, potência máxima, 2 vezes consecutivas durante 7 minutos. 
4. Bloqueio protéico: o  excesso de líquido foi retirado com papel filtro e o soro 
normal (do kit) foi pingado sobre os cortes, seguido de incubação durante 5 
minutos. O excesso do soro foi retirado com papel filtro. 
5. O anticorpo primário foi aplicado nos cortes, seguido de incubação por 15 
minutos. 
6. Os cortes foram lavados 2 vezes com solução de lavagem (Tris HCL 0.05 M 
pH 7.6, NaCl 0.3M e 0.1% Tween 20) durante 5 minutos e 5 minutos com 
solução PBS. O excesso da solução foi retirado com papel filtro. 
7. O  anticorpo de ligação do kit foi aplicado nos cortes, seguido da repetição 
da  etapa 6. 
8. O complexo streptavidina-biotina foi aplicado nos cortes, seguido de 
incubação por 15 minutos e repetição da etapa 6. 
9. Foi feita a aplicação do reagente de amplificação aos cortes, seguido de 
incubação por 15 minutos  e repetição da etapa 6. 
10. Aplicação da streptavidina-peroxidase, seguido de incubação por 15 
minutos e repetição da etapa 6. 
11. A solução com substrato cromogênico foi aplicada nos cortes histológicos 
seguida de  incubação de 1-5 minutos e lavagem com água destilada. 
12. Coloração e montagem idem técnica anterior. 
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2.1.3. Análise da reação 
As células foram consideradas positivas quando um padrão de coloração 
distinto foi visualizado no núcleo e/ou citoplasma dependendo do anticorpo. A avaliação da 
expressão antigênica foi realizada de modo semiquantitativo, por três observadores, através 
da  porcentagem  de células positivas, avaliada em 5-10 campos representativos (mínimo de 
1000 células tumorais) no aumento de 400X do microscópio óptico. Pontuação:                    
0 - negativa, 1 a 9%-  +, 10% a 50% - ++, > 50%, +++.  
Controles positivos e negativos foram utilizados em cada reação. Nos controles 
negativos aplicava-se tampão PBS ao invés do anticorpo primário ou o reagente de controle 
negativo, quando realizada imunohistoquímica com a técnica de amplificação de sinais 
(CSA). 
Controles positivos: 
- p53 : adenocarcinoma de mama positivo 
- p21/WAF-1 e c-Myc: cólon normal 
- Mdm2: carcinoma de pele ou próstata positivos 
- PCNA: tonsila normal 
- Bcl-2 e Mcl-1: células endoteliais 
- Bax: células endoteliais e macrófagos 
- Bak: células endoteliais e neutrófilos 
O status  p53/p21WAF-1 foi avaliado dividindo-se os pacientes em três grupos: 
grupo A - casos com ausência de expressão da p53  expressão presente ou ausente da 
p21/WAF-1; grupo B - expressão da p53 e  ausência de expressão da p21/WAF-1 e grupo C 
-  casos com co-expressão da p53 e p21/WAF-1  
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2.2. EXTRAÇÃO DE DNA DE TECIDO EMBEBIDO EM PARAFINA - DNAEASY 
TISSUE KIT (QIAGEN, GERMANY) 
Cerca de 25 mg de tecido embebido em parafina foram cortados ou raspados 
com bisturi estéril e colocados dentro de um tubo de microcentrífuga de 1.5 ml, estéril.  
Colocou-se 1200 µl de xileno, misturando-se com vórtex. Centrifugou-se a amostra 5 
minutos à temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido através de pipetagem, com o 
cuidado de não se remover o “pellet”.  Colocou-se 1200 µl de etanol absoluto no “pellet” 
para remover o xileno residual. Misturou-se com vórtex, seguido de centrifugação à 
velocidade máxima durante cinco minutos. O etanol foi removido com pipeta. Essa etapa 
foi realizada novamente. O tubo de microcentrífuga foi incubado aberto em temperatura de 
37° C por 10-15 minutos para evaporação do etanol.  
Neste tubo, foram adicionados 180 µl de tampão ATL (tampão de lise), além de  
20 µl de proteinase K. Após agitação com o vórtex, o material foi incubado a 55°C até o 
tecido ser completamente lisado. Misturou-se com vórtex ou no banho em agitação. O 
tempo de lise variou de acordo com o tecido e quantidade. O material permaneceu no banho 
de 1-3 h. Se não ocorresse digestão completa, adicionava-se mais proteinase K e o material 
era deixado  "overnight" no banho.  
Após a incubação, a amostra era pipetada dentro da coluna proveniente do kit. 
O fluido que passava pela coluna era descartado. Adicionou-se 200 µl de tampão AL à 
amostra. Foi feito mistura vigorosa com vórtex e incubação a 70°C durante 10 minutos. 
Adicionou-se 200 µl de etanol absoluto à amostra e misturou-se vigorosamente no vórtex. 
A mistura dessa etapa foi pipetada dentro da coluna do kit colocada num tubo de 2 ml. 
Realizou-se centrifugação a 8000 rpm por 1 minuto. Descartados o líquido e o tubo coletor. 
A mini-coluna foi colocada num tubo coletor novo de 2 ml e adicionou-se 500 µl de 
tampão AW1 (tampão de lavagem), seguido de centrifugação durante 1 minuto a 8000 rpm. 
Descartou-se o líquido e o tubo coletor. A mini-coluna foi colocada num tubo de 2 ml e 
adicionou-se tampão AW2 (tampão de lavagem), seguido de centrifugação por 3 minutos à 
velocidade máxima para secagem da membrana da coluna. Descartou-se o líquido e o tubo 
coletor. A coluna foi colocada num tubo limpo de microcentrífuga , de 1.5 ou 2ml e 100-
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200 µl de tampão AE (tampão de eluição) foram pipetados dentro da coluna, diretamente na 
membrana. As amostras foram incubadas à temperatura ambiente por 1 minuto e 
centrifugadas a 8000 rpm por 1 minuto para eluição. A eluição foi novamente repetida 
conforme descrita na etapa acima, em outro tubo de 1.5 ml 
 
2.3. AMPLIFICAÇÃO DO DNA EXTRAÍDO DOS TECIDOS EMBEBIDOS EM 
PARAFINA PELA TÉCNICA DA REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE 
(PCR), USANDO INICIADORES DOS ÉXONS 5-9  
As reações foram realizadas num volume final de 50µl contendo 200-500ng de 
DNA, 10 mM Tris-HCl pH 8,5, 1,5 mM MgCl (50mM KCl, 1,0 mM de cada                  
deoxi-nucleotídeo trifosfato (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), 50 ng de cada iniciador e 0.25 U 
de Taq DNA Polimerase (Gibco). Foram utilizados iniciadores comerciais (Clontech e 
Gibco, Life Technologies do Brasil Ltda) (tabela 4). A desnaturação das amostras foi 
realizada a 94°C durante 5 minutos. Posteriormente foram submetidas a 35 ciclos de 
amplificação, sendo que o tempo e temperatura de desnaturação, anelamento e extensão 
variaram de acordo com cada iniciador (tabela 5), finalizando com 7 minutos a 72°C. As 
reações foram realizadas em cicladores automáticos de temperatura. O material amplificado 
foi separado em gel de agarose a 1-2% e então visualizado sob a luz ultravioleta após 
coloração com brometo de etídio. 
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Tabela 4: Iniciadores usados no PCR do gene p53 
Éxon Seqüência dos iniciadores (5’ a 3’) Tamanho do 
fragmento (pb) 
5 Sense - CTC TTC CTG CAG TAC TCC CCT GC 
Antisense- GCC CCA GCT CGT CAG CAT CGC TA 
211 
6 Sense – GAT TGC TCT TAG GTC TGG CCC CTC 
Antisense – GGC CAC TGA CAA CCA CCC TTA ACC 
185 
7 Sense – GTG TTG TCT CCT AGG TTG GCT CTG 
Antisense- CAA GTG GTC CCT GAC CTG GAG TC 
139 
8 Sense – ACC TGA TTT CCT TAC TGC CTC TGG C 
Antisense – GTC CTG CTT GCTTAC CTC GCT TAG T 
200 
9 Sense – GCC TCT TTC CTA GCA CTG CCC AAC 
Antisense – CCC AAG ACT TAG TAC CTG AAG GGT G 
102 
 
Tabela 5: Padronização da técnica de PCR para o gene p53 
Éxon desnaturação anelamento extensão 
5 94° - 30" 58° - 45" 72° - 45" 
6 94° - 1' 64° - 1' 72° - 1' 
7 94° - 1' 62° - 1' 72° - 20" 
8 94° - 1' 60° - 1' 72° - 1' 
9 94° - 1' 58°- 1' 72° -1' 
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2.4. PURIFICAÇÃO DOS PRODUTOS DO PCR (QIA QUICK PURIFICATION 
KIT - QIAGEN, GERMANY) 
Etapas: 
1- Adicionou-se 5 volumes de tampão PB para um volume de PCR.  
2- A mistura foi colocada na coluna própria do kit, sobre um tubo de 2 ml. 
3- Centrifugação durante 30-60" a 13000 rpm, para ligação do DNA na coluna. 
4- O fluido que permaneceu no tubo foi descartado. 
5- Adicionou-se 750 µl de tampão PE na coluna. Centrifugação durante 30-60" 
a 13000 rpm. 
6- O fluido que ficou no tubo foi descartado e a amostra  centrifugada por mais 
1 minuto, à velocidade máxima. 
7- A coluna foi colocada num tubo de 1,5 ml. 
8- Para eluição do DNA, adicionou-se 30-50 µl de tampão EB na membrana da 
coluna. A amostra foi centrifugada durante  1 minuto, a 13000 rpm após 1 
minuto de repouso. 
 
2.5. SEQUENCIAMENTO DAS AMOSTRAS AMPLIFICADAS – 
SEQUENCIADOR AUTOMÁTICO ABI-PRISM 377. 
Preparo das reações: num tubo estéril foi colocado 15-45 ng de DNA, 1,6 pMol 
do iniciador e 4 µl de Big Dye. Adicionou-se água, sendo o volume final 10 µl. 
As reações foram colocadas num ciclador automático de temperatura (MJ). A 
desnaturação das amostras foi realizada a 96°C durante 1 minuto. Posteriormente foram 
submetidas a 25 ciclos de amplificação, com a seguinte seqüência de desnaturação, 
anelamento e extensão: 96°C- 10”, 57°C – 5”, 60°C- 4’), finalizando com 10 minutos de 
extensão a 60°C. 
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Purificação: adicionou-se 80 µl de isopropanol a cada amostra. As amostras 
foram deixadas em temperatura ambiente durante 20 minutos. Centrifugadas durante 15 
minutos a 12000 rpm (21°C). Descartado o sobrenadante. Colocado 150 µl de etanol 70%. 
Centrifugação durante 10 minutos a 12000 rpm (21°C). Descartou-se o sobrenadante. As 
amostras foram secas com o tubo aberto em temperatura de 65°C durante 5 minutos. 
 
3. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 Para descrever o perfil do grupo estudado segundo as diversas variáveis 
analisadas, foram feitas tabelas de freqüência das variáveis categóricas e estatísticas 
descritivas (média , desvio-padrão, mediana e valores mínimo e máximo) das variáveis 
contínuas. 
Para analisar a relação entre duas variáveis categóricas (variáveis clínicas, 
expressão das proteínas p53, p21/WAF-1, c-Myc, Bcl-2, Bax, Bak e Mcl-1, comparação 
entre o grupo de sobrevida curta e o grupo de sobrevida longa) foi utilizado o teste            
Qui-Quadrado ou, quando o subgrupo fosse pequeno, o teste exato de Fisher. 
Para analisar a correlação entre as proteínas reguladoras da apoptose, foi 
utilizado o teste de Spearman. 
Para estimar a sobrevida global (SG) e livre de doença (SLD) foi utilizada a 
curva de sobrevida com estimador de Kaplan-Meier. Para comparar as sobrevidas de 
acordo com algum fator de interesse na sobrevida foi utilizado o teste Log-rank. Para 
verificar a influência dos diversos fatores analisados de interesse na sobrevida foi utilizada 
a Análise de Regressão de Cox, com modelo de riscos proporcionais.  
O nível de significância adotado foi de 5%, ou seja, P<0.05. 
Análise univariada. As variáveis analisadas foram idade (≤ 60 vs > 60), LDH 
(nl vs > normal), presença de RC (sim  vs não), sintomas B (sim  vs não), infiltração de 
medula óssea (sim  vs não), p53 (neg vs pos), p53 (0, + vs ++, +++), Bcl-2 (neg vs pos), 
Bax (neg vs pos), Bak (neg vs pos), Mcl-1 (neg vs pos). Idade e LDH foram também 
Pacientes e Métodos 
76
analisadas como variáveis contínuas, através do teste de Mann-Whitney. O teste de 
Kruskal-Wallis foi usado para a comparação entre LDH e expressão das proteínas. 
Diferenças foram consideradas significativas se P< 0.05.  
Análise de regressão de Cox foi realizada para cada variável, calculando-se o 
intervalo de confiança e o risco relativo de cada variável em termos de sobrevida. As 
variáveis incluídas foram idade, Ann Arbor (I, II vs III, IV), infiltração de medula óssea 
(pos vs neg), sintomas B, p53 (0,+ vs ++, +++), Bak (0,+,++ vs +++), Mcl-1 (0,++ vs +++), 
Bax (0,++ vs +++) e tratamento (CHOP vs outros esquemas). Diferenças foram 
consideradas significativas se P< 0.05. Foram levadas para análise multivariada todos os 
parâmetros com P<0.2. O teste de X2 foi usado para comparação entre as características 
clínicas entre os grupos de sobrevida curta e longa e os resultados da imunohistoquímica.  
Análise multivariada. Foi calculada através do modelo de regressão de Cox e 
análise de regressão logística com modelo logito. Diferenças foram consideradas 
significativas se P< 0.05. 
Para a análise estatística foram utilizados os seguintes programas: SAS System 
for Windows (Statistical Analysis System), version 6.12. SAS Institute Inc, 1989-1996, 
Cary, NC, USA, SPSS for Windows, version 10.0.5 (Nov 27,1999). SPSS Inc, 1989-1999, 
Chicago, IL, USA e Winstat. 
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 RESULTADOS 
1. EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS P53, P21/WAF-1, MDM2 C-MYC E PCNA NOS 
LNH DE ALTO GRAU DE MALIGNIDADE HISTOLÓGICO (TABELA 6). 
Foi observada coloração nuclear nas reações com os anticorpos p53, PCNA, 
p21/WAF-1 e Mdm2. Coloração nuclear e citoplasmática foi observada com o anticorpo c-
Myc. A intensidade da coloração da reação variou de acordo com o tipo de anticorpo 
utilizado, sendo menor  nas reações com o p53 e  maior com os outros anticorpos. Nas 
figuras 9 -15 encontram-se exemplos das reações imunohistoquímicas. 
Expressão de p53 foi detectada em 50% dos linfomas de Burkitt, 36% dos 
linfomas T-periféricos, 33% dos linfomas anaplásicos,  28% dos linfomas difusos de 
grandes células B e em 12,5% dos linfomas linfoblásticos.  
Expressão da proteína p21/WAF-1 foi observada em 40-57% dos linfomas 
analisados, sendo mais freqüente a expressão nos linfomas anaplásicos (57%). 
A proteína Mdm2 foi detectada em 25-33% dos casos, porém hiperexpressão 
com padrão +++ foi observada somente nos linfomas difusos de grandes células B. 
A expressão de c-Myc variou de 69,5% a 75% nos linfomas de Burkitt, 
linfoblástico e  difusos de grandes células B. Nos linfomas anaplásicos apenas 40% dos 
casos foram positivos. 
Não houve diferença significativa na presença de expressão das proteínas p53, 
p21/WAF-1, Mdm2 e c-Myc quando comparados os linfomas difusos de grandes células B 
com os linfomas T-periféricos. No entanto , a expressão de p53 tende a ser menor nos 
linfomas linfoblásticos quando comparados com os linfomas de Burkitt (P=0.09). 
A expressão de PCNA foi alta em todos os grupos, porém os  linfomas de 
Burkitt e linfoblástico apresentaram maior porcentagem de células PCNA positivas. 
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Tabela 6: Análise imunohistoquímica de 113 casos de LNH de alto grau de malignidade 
histológica, com os anticorpos p53, p21/WAF-1, Mdm2, c-Myc e PCNA  
Tipo histológico 
(REAL) 
n 
(113) 
Expressão p53 
n (%) 
p21/WAF1 
n (%) 
Mdm2 
n (%) 
c-Myc 
n (%) 
PCNA 
n (%) 
72 0 50 (72.5) 38 (54.5) 40 (74) 15 (26.5) 0 
 + 9 (13) 24 (34.5) 9 (16.5) 12 (21.5) 0 
Difuso de  
grandes células B 
 ++ 5 (7.25) 5 (7) 4 (7.5) 17 (30.5) 32 (46.5) 
  +++ 5 (7.25) 3 (4) 1 (2) 12 (21.5) 37 (53.5) 
  NA 3 2 18 16 3 
Burkitt 15 0 7 (50) 6 (46) 6 (66.5) 4 (30.5) 0 
  + 0 4 (31) 2 (22.5) 5 (38.5) 1 (7.5) 
  ++ 4 (28.5) 2 (15.5) 1 (11) 3 (23) 2 (15.5) 
  +++ 3 (21.5) 1 (7.5) 0 1 (8) 10 (77) 
 
 
 
 
 
 
 
B 
  NA 1 2 6 2 2 
T-periférico 11 0 
+ 
++ 
+++ 
NA 
7 (64) 
2 (18) 
2 (18) 
0 
0 
6 (60) 
3 (30) 
1 (10) 
0 
1 
8 (100) 
0 
0 
0 
3 
1 (11) 
1 (11) 
6 (67) 
1 (11) 
2 
0 
0 
6 (60) 
4 (40) 
1 
Linfoblástico 8 0 7 (87.5) 4 (57) 5 (71.5) 2 (25) 0 
  + 1 (12.5) 3 (43) 2 (28.5) 3 (37.5) 1 (14.5) 
  ++ 0 0 0 2 (25) 0 
  +++ 0 0 0 1 (12.5) 6 (85.5) 
  NA 0 1 1 0 1 
7 0 4 (67) 3 (43) 2 (66.5) 3 (60) 0 Anaplásico  
CD30+  + 1 (16.5) 3 (43) 1 (33.5) 0 2(33.3) 
  ++ 0 1 (14) 0 2 (40) 2 (33.3) 
  +++ 1 (16.5) 0 0 0 2 (33.3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
T 
 
 
 
 
  NA 1 0 4 2 1 
Legenda: 0 - expressão negativa; + (1-9% de células positivas), ++ (10-50%), +++ (>50%), NA - não 
avaliável. 
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Figura 9: Corte histológico de adenocarcinoma de mama. Reação imunohistoquímica 
positiva com o anticorpo p53 (controle positivo) 
 
 
Figura 10: Corte histológico de gânglio de um paciente com LNH difuso de grandes
células B. Reação imunohistoquímica com o anticorpo p53. As setas indicam
exemplos de células positivas. Resultados 
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Figura 11: 
 
Figura 12:   Corte histológico de gânglio. Células p21/WAF-1 positivas em um caso de LNH
anaplásico de grandes células.  
Corte histológico de cólon normal. Reação imunohistoquímica utilizando-se o anticorpo 
p21/WAF-1 (controle positivo). As células que não estão em proliferação (G0)
encontram-se na região mais próxima à luz da mucosa intestinal e são positivas (setas). Resultados 
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Figura 13: Corte histológico de gânglio. Observa-se reação imunohistoquímica positiva 
nuclear com o anticorpo Mdm2 em um paciente com LNH agressivo. 
 Figura 14: Corte histológico de gânglio de um caso de LNH agressivo. As células PCNA 
positivas apresentam intensa coloração nuclear.  
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Figuras 15 A e B: Reação imunohistoquímica com o anticorpo c-Myc. A- Cólon 
normal. As células que não estão em proliferação encontram-se na 
parte mais externa da mucosa e são positivas. B-LNH difuso de 
grandes células B (setas).  
 AB 
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2. CORRELAÇÃO DA EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS REGULADORAS DO   
CICLO CELULAR (P53, P21/WAF-1, MDM2, C-MYC E PCNA) E DAS 
PROTEÍNAS ENVOLVIDAS COM APOPTOSE (BCL-2, BAX, BAK E MCL-1) 
COM: TIPO HISTOLÓGICO, FATORES PROGNÓSTICOS, RESPOSTA À 
QUIMIOTERAPIA, SOBREVIDA GLOBAL (SG) E LIVRE DE DOENÇA (SLD). 
2.1. Correlação da expressão das proteínas  reguladoras do ciclo celular p53, 
p21/WAF-1, Mdm2 c-Myc e PCNA com resposta à quimioterapia e sobrevida 
em linfomas agressivos (n=62). Manuscrito publicado: Anexo II (PAGNANO 
KBB, 2001). 
Neste trabalho foram avaliados 62 casos de linfomas agressivos, 30 homens e 
32 mulheres. Os casos foram reclassificados de acordo com a classificação REAL como: 
difuso de grandes células B (52 pacientes), anaplásico de grandes células (6 pacientes - 5 
com CD 30+ e um do tipo null), T-periférico sem especificação (4 pacientes).  Os dados 
clínicos e laboratoriais destes pacientes estão resumidos na tabela 7. Dados individuais dos 
pacientes e da imunohistoquímica encontram-se no Anexo I (Tabela I). O tempo mediano 
de seguimento foi 15 meses (1-114 meses). A maioria dos pacientes apresentava doença 
avançada ao diagnóstico. Cerca de 50% foram classificados como IPI alto/ alto 
intermediário. O IPI não pôde ser calculado em 15 pacientes pela falta da dosagem de LDH 
ao diagnóstico. Remissão completa foi atingida em 43.5% dos casos e recidivas foram 
observadas em 22% dos pacientes. 
O status  p53/p21WAF-1 foi avaliado em 59 pacientes. O grupo A foi 
constituído por 44 pacientes (74.5%), o grupo B por 11 pacientes  (18.5%) e grupo C por 4 
pacientes (7%). 
A expressão de p53 não se correlacionou com a de PCNA, c-Myc, Mdm2 and 
p21/WAF-1 (P=NS). A expressão de PCNA correlacionou-se com a de c-Myc (P=0.002), 
mas não com a de p53, p21/WAF-1 and Mdm2 (P= NS). Não houve correlação entre LDH 
e PCNA. 
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Tabela 7: Dados dos pacientes ao diagnóstico  e resposta ao tratamento (n=62) 
 No. % 
Ann Arbor  
I/II 
III/IV 
 
21 
41 
 
34 
66 
Sintomas B     39 63 
Grandes massas (≥ 10 cm)  27 43.5 
LDH ≥ normal 25 52 
Idade > 60 anos      22 41.5 
IPI           
Risco: Baixo/baixo intermediário  
Risco alto/alto intermediário  
 
21/47 
26/47 
 
45 
55 
Remissão completa  27 43.5 
Recidivas 6/27 22 
Óbitos 32 51.5 
Sobrevida global -  mediana 15 meses (1-114 meses) 
Sobrevida livre de doença - mediana 22 meses (1-108 meses) 
IPI (International Prognostic Index) - The International Non-Hodgkin's Lymphoma Prognostic Factors 
Project, 1993. 
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Análise da resposta ao tratamento 
Pacientes com ausência de expressão da p53 obtiveram uma maior taxa de RC 
após quimioterapia (P=0.005). O status da p53/ p21/WAF-1 foi também importante na 
obtenção de RC (P=0.01). Pacientes com expressão negativa de c-Myc tiveram uma melhor 
resposta à quimioterapia. (P=0.035). Estes resultados são apresentados na tabela 8. 
A expressão das demais proteínas não influenciou a resposta ao tratamento ou 
recidiva. 
Tabela 8: Correlação da expressão de  p53 e c-Myc e p53/p21WAF1 status com resposta à 
quimioterapia  
Expressão das proteínas Remissão completa 
            Sim                               Não 
 
p53* 
Negativo 
Positivo 
n=26 
24 (60%) 
2 (16%) 
n=27 
16 (40%) 
11 (84%) 
 
P=0.005 
p53/p21-status* 
A 
B 
C 
n=26 
24 (60%) 
1 (10%) 
1 (34%) 
n=27 
16 (40%) 
9 (90%) 
2 (66%) 
P=0.01 
c-Myc 
Negativo 
Positivo 
n=22 
9 (75%) 
13 (39%) 
n=23 
3 (25%) 
20 (61%) 
P=0.03 
*9 casos não avaliados: 8 com óbito precoce e 1 paciente sem avaliação de  p53 (com RC).  
A= p53 neg/p21/WAF-1 neg ou pos; B = p53 pos/p21/WAF-1 neg ; C = p53 pos/p21/WAF-1 pos. 
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Análise da sobrevida 
Observamos uma menor sobrevida global nos pacientes com expressão de p53, 
c-Myc e Mdm2 (p<0.001, 0.05 and 0.037 respectivamente)(gráficos 1, 2 e 3). Resultados 
semelhantes foram observados quando analisamos separadamente os linfomas difusos de 
grandes células B (n=52) (P<0.001, 0.04, 0.01, respectivamente). 
Em relação ao status  p53/p21WAF-1, a SG foi maior no grupo A, e pior nos 
grupos B e C (P=0.04)(gráfico 4). Três casos não foram avaliáveis para esta análise. 
Dois pacientes apresentaram co-expressão da p53 e Mdm2. Ambos faleceram 
antes de completar 6 meses após o diagnóstico, enquanto que os pacientes p53 
positivos/Mdm2 negativos tiveram uma sobrevida maior (17-54 meses). No momento da 
análise, 3 pacientes deste grupo estavam vivos.  
Quando os pacientes foram estratificados de acordo com a idade < 55 anos e ≥ 
55 anos, a expressão negativa da p53 foi relacionada a um melhor prognóstico em termos 
de SG, em ambos os grupos. (P=0.0015 e 0.0413, respectivamente). O mesmo foi 
observado quando os pacientes foram estratificados de acordo com o estadiamento de Ann 
Arbor (estadio I/II vs III/IV)(P=0.0001 and 0.0013, respectivamente). No entanto, a 
expressão da  Mdm2 e c-Myc somente influenciou a SG de pacientes com idade inferior a 
55 anos (P =0.0453 e 0.0483, respectivamente). Pacientes com Ann Arbor estadio III e IV  
e expressão da Mdm2 tiveram uma menor SG  (P =0.0013) comparados aos pacientes  com 
ausência de expressão da Mdm2 . A sobrevida mediana dos pacientes com idade inferior a 
55 anos pode ser vista na tabela 9.  
Não houve diferença em termos de SG ou SLD de acordo com o tipo de 
quimioterapia usados ou tipo histológico.  
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Gráfico 1: Sobrevida global de 61 pacientes com LNH de acordo com a expressão da p53 
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Gráfico 2: Sobrevida global de  44 pacientes com LNH de acordo com a expressão da  
Mdm2 
Resultados 
92
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0 20 40 60 80 100 120
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
P
ro
ba
bi
lid
ad
e
c-Myc
negativo
positivo
Sobrevida global (meses)      P=0.05
neg
pos
Gráfico 3: Sobrevida global de 51 pacientes com LNH de acordo com a expressão da          
c-Myc 
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Gráfico 4: Sobrevida global de 59 pacientes com LNH de acordo com o status 
p53/p21/WAF1. A-p53(-)/p21/WAF-1(+) ou  (-); B-p53(+)/p21/WAF-1(-);     
C-p53 (+)/p21/WAF-1(+) 
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Tabela 9: Análise da sobrevida global de pacientes com LNH agressivos ≤ 55 anos, de 
acordo com a expressão das proteínas reguladoras do ciclo celular  
Expressão das proteínas n Sobrevida mediana (meses) P (log-rank) 
c-Myc - 7 16 0.0483 
c-Myc + 20 14  
p53 - 25 39 0.0015 
p53 + 8 4  
Mdm2 -  17 39 0.0453 
Mdm2 + 5 13  
 
2.2. Correlação da expressão das proteínas reguladoras da apoptose (p53, Bcl-2, 
Bax, Bak, Mcl-1) com resposta ao tratamento e sobrevida em linfomas B de 
grandes células. Manuscrito publicado: Anexo II (PAGNANO et al,2002). 
Neste trabalho foram avaliados 33 pacientes com LNH difuso de grandes 
células B, diagnosticados e tratados no HC-Unicamp entre 1983 e 1998. A mediana de 
seguimento foi 32.5 meses. Foi realizada análise imunohistoquímica das proteínas p53, 
Bax, Bak, Bcl-2 e Mcl-1. 
As características da população avaliada estão listadas na tabela 10. Dados 
individuais dos casos estudados estão no Anexo I (Tabela II). O seguimento clínico variou 
de 41 a 3741 dias (mediana - 390 dias), sendo considerado como a última data de 
acompanhamento a data do óbito ou da última consulta. Nove pacientes morreram em 
decorrência de doença progressiva e nove de outras causas. Cinco pacientes estavam vivos 
entre Janeiro e Abril/2000 e 9 pacientes perderam o acompanhamento. 
Os pacientes foram divididos em 2 grupos: sobrevida longa (n=10), se 
obtiveram RC e a SG fosse superior a 3.5 anos e sobrevida curta (n=17), se foram 
resistentes à quimioterapia e morreram dentro de 1.5 ano a partir do diagnóstico. 
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Análise imunohistoquímica 
Os resultados da análise imunohistoquímica das proteínas Bax, Bak, Bcl-2 e 
Mcl-1 são provenientes da tese de mestrado de autoria de Marcos D. A.  Silva (SILVA 
MDA, 1999). 
Expressão da Bcl-2 foi observada em 19/32 pacientes (59%) e expressão 
negativa em 13 pacientes (40%). Uma amostra não pode ser analisada.  
Expressão imunohistoquímica da Bax foi encontrada em 30 pacientes (92.5%). 
Em 18 casos (54.5%)  a expressão foi observada em > 50% das células (+++). Somente 3 
pacientes tiveram expressão negativa da Bax. Todos eles também apresentavam expressão 
negativa da p53. 
A expressão da Bak foi avaliada em 21 pacientes. Houve 18 casos positivos 
(85.7%) e 3 casos negativos (14.3%), todos eles com p53 negativo e 2 com Bax positivo. 
A proteína Mcl-1 foi hiperexpressa  em 20/21 pacientes (95%). 
Expressão nuclear da p53 foi observada em 9/32 pacientes (28%). Em 4 casos, 
a porcentagem de células positivas foi superior a 10%. 
Observamos correlação positiva entre a expressão de Bax e Bak (P=0.001), p53 
e Bak (0.02) e Bcl-2 (++ e +++) com Bak (0.02). 
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Tabela 10: Características clínicas dos 33 pacientes com LNH difuso de grandes células B 
  n % 
Gênero Masculino 
feminino 
16 
17 
48.5 
51.5 
Idade (anos) Mediana 
≤ 60 
> 60 
53 (25-85) 
23 
10 
 
69.7 
30.3 
Sintomas B Presente 
ausente 
24 
9 
72.7 
27.3 
Ann Arbor I/II 
III/IV 
12 
21 
36.4 
63.6 
Grandes massas Presente 
Ausente 
13 
20 
39.3 
60.6 
LDH ≤ normal 
> normal 
14 
13 
51.8 
48.2 
Acometimento de medula óssea  Presente 
ausente 
4 
29 
12 
88 
Doença extranodal ≤ um sítio 
2 ou mais sítios 
25 
8 
75.7 
24.3 
Resposta à terapia RC 
recidivas 
12 
2 
46 
16.6 
SLD (dias) Mediana - 1216 (123-3481)   
SG (dias) Mediana - 390 (41-3741)   
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Análise da resposta ao tratamento e sobrevida 
A análise da probabilidade de atingir RC mostrou que o estádio de Ann Arbor I 
e II foram associados a uma maior taxa de RC (P=0.009). Os demais resultados estão 
incluídos na tabela 11 . 
Tabela 11: Testes de associação para RC, em 26 casos de LNH difuso de grandes células B 
(Qui-quadrado ou exato de Fisher) 
Variável Valor de P 
Sexo 0.951 
Idade (categórica) 0.248 
LDH (categórica) 0.670 
Estadiamento (I,II,III,IV) 0.054 
Estadiamento (I/II vs III/IV) 0.009 
Sintomas B 0.19 
Medula óssea 0.1 
Sítios extranodais (0,1 vs 2,3) 0.391 
Bcl-2 (0 vs 1,2,3) 0.944 
Bcl-2 (0,1 vs 2,3) 0.697 
Bax (0 vs 2,3) 0.58 
Bax (0,2 vs 3) 1.00 
Bak (0 vs 2,3) 1.00 
Bak (0,2 vs 3) 1.00 
Mcl-1 (0 vs 2,3) 0.444 
Mcl-1 (0,2 vs 3) 0.153 
p53 (0,1,2,3) 0.225 
p53 (0 vs 1,2,3) 0.081 
p53 (0,1 vs 2,3) 0.100 
Tratamento 0.422 
 
Resultados 
98
Na análise de regressão de Cox univariada a expressão de p53 ++ e +++ foi 
significativamente associada com uma menor SG (P=0.0098; risco relativo=4,774; 95% de 
intervalo de confiança=1.457-15.63). Apresentaram P<0,20 as variáveis sexo, idade, 
medula óssea, Mcl-1 e tratamento. Permaneceram significativas na análise multivariada  a 
expressão da p53 e o acometimento de medula óssea, que foram associados com uma 
menor SG (tabela 12) (P=0.0045 e 0.0269, respectivamente). Os resultados da análise 
univariada estão na Tabela 13. 
Nas curvas de Kaplan-Meier, observamos que pacientes com expressão 
negativa da p53 ou com baixa expressão (+) apresentaram uma maior SG (P=0.0045; 
gráfico 5). A expressão da Bcl-2, Bak, Bax e Mcl-1 não influenciou a SG dos pacientes 
(gráfico 6). 
Não foi observada  diferença nas variáveis selecionadas, comparando-se os 
grupos de diferentes prognósticos (sobrevida longa e curta). 
SLD não pode ser calculada devido ao reduzido número de casos. 
Tabela 12: Análise multivariada dos fatores que influenciam SG (modelo de regressão de 
Cox) 
Para p53 0, + vs ++ , +++ 
Variável Razão de risco 95% IC P 
medula óssea (neg vs pos) 4.524 1.188-17.226 0.0269 
p53 (0,+ vs ++,+++) 8.393 1.937-36369 0.0045 
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Tabela 13: Análise de regressão de Cox univariada para sobrevida global de 33 pacientes 
com LNH difuso de grandes células B 
variável valor de p Razão de risco IC 95%RR 
Sexo (masc vs fem)* 0.1583 1.962 0.769-5.007 
Idade (categórica) 0.2789 1.674 0.659-4.253 
LDH (categórica) 0.8133 1.126 0.421-3.013 
Estadiamento (I,II,III,IV) 0.9566 1.012 0.649-1.579 
Estadiamento (I/II vs III/IV) 0.7907 1.143 0.426-3.063 
Sintomas B 0.4635 1.517 0.498-4.620 
Medula óssea (pos vs neg)* 0.0955 2.583 0.846-7.884 
Sítios extranodais (0,1 vs 2,3) 0.3100 1.663 0.623-4.439 
Bcl-2 (0 vs 1,2,3) 0.5442 0.751 0.297-1.896 
Bcl-2 (0,1 vs 2,3) 0.2359 0.510 0.167-1.553 
Bax (0,2 vs 3) 0.3923 1.1514 0.585-3.920 
Bak (0,1,2,3) 0.2696 1.421 0.762-2.650 
Bak (0,2 vs 3) 0.5703 1.397 0.440-4.432 
Mcl-1 (0,2 vs 3)* 0.0933 3.159 0.824-12.10 
Mcl-1 (0,1,2,3)* 0.0934 2.921 0.835-10.21 
p53 (0,1,2,3)* 0.0343 1.659 1.038-2.653 
p53 (0 vs 1,2,3)* 0.0706 2.577 0.924-7.188 
p53 (0,1 vs 2,3)* 0.0098 4.774 1.457-15.63 
Tratamento* 0.1350 0.428 0.141-1.303 
* as variáveis com P<0.20 (em itálico) foram selecionadas para análise multivariada 
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 A – expressão de p53 0 e + 
B - expressão de p53 ++ e +++ 
Gráfico 5: Sobrevida global dos pacientes com LNH difusos de grandes células B, de 
acordo com a expressão da p53 
.  
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A- Bcl-2: expressão ++ , +++                                               A – Bax: expressão 0, +, ++ 
B- Bcl-2: expressão 0 , +                                                      B – Bax: expressão +++ 
A – Bak: expressão 0,+,++                                                        A – Mcl-1: expressão 0, +, ++ 
B – Bak: expressão +++                                                             B – Mcl-1: expressão +++ 
Gráfico 6: Sobrevida global dos pacientes com LNH difuso de grandes células B de acordo 
com a expressão da Bcl-2, Bax, Bak e Mcl-1 
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3. Pesquisa de mutação do gene p53 nos casos com expressão da p53  
Foi realizada a extração de DNA dos blocos de parafina de 15 casos de LNH 
agressivos que apresentavam expressão da p53, através do método previamente descrito (kit 
de extração DNA easy tissue kit) (QIAGEN, Germany). 
O DNA extraído foi amplificado com  os iniciadores dos éxons 5-9 do gene 
p53, através da reação da cadeia de polimerase (PCR).  
O produto do PCR foi purificado utilizando-se o kit de purificação de PCR – 
QIAGEN. 
Foi realizado sequenciamento direto dos produtos do PCR com sequenciador 
automático ABI-PRISM 377 de 7 pacientes (tabela 12), com o achado de uma mutação de 
ponto no gene p53 no éxon 6 (figuras 16 A e B). 
Não foi possível a amplificação por PCR dos demais casos por dificuldades 
técnicas. Alguns não tinham material suficiente e em outros houve degradação do DNA, 
provavelmente secundário ao processo de fixação com formol. 
Tabela 14: Resultados das reações de sequenciamento dos éxon 6 e 9 – presença  de 
mutações do gene p53 
Paciente/tabela I Tipo histológico éxon 6 éxon 9 Expressão 
da p53 
Expressão 
da p21 
1/3 Difuso de grandes células B Sem mutação  ++ 0 
14/11 Anaplásico  Sem mutação ++ + 
15 Difuso de grandes células B Sem mutação Sem mutação + + 
19 Anaplásico Sem mutação Sem mutação + 0 
23/22 Difuso de grandes células B Sem mutação  + + 
31/40 Difuso de grandes células B mutação*  ++ 0 
34 Difuso de grandes células B Sem mutação  + + 
* mutação no éxon 6 : códon 216 (Val→Glu; T→A) (figura 1). Essa mutação foi descrita em pacientes com 
linfoma de Burkitt (GAIDANO et al, 1991) e com adenocarcinoma de mama (UMEKITA et al, 1994). 
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 A 
↑
↑ 
Figura 16: 
B Reação de sequenciamento do gene p53 de um paciente com LNH difuso de grandes 
células B. A seta mostra a substituição do nucleotídeo T→A , usando-se o iniciador 
sense  (A) e antisense (B). ↓Resultados 
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 DISCUSSÃO 
No nosso trabalho avaliamos o papel da expressão das proteínas reguladoras do 
ciclo celular (p53, p21/WAF-1, Mdm2, c-Myc) e da apoptose (p53, Bax, Bak, Bcl-2,       
Mcl-1) no prognóstico de pacientes com linfomas agressivos. 
No presente estudo observamos hiperexpressão da proteína p53 nos linfomas 
agressivos semelhante à relatada na literatura (VILLUENDAS et al, 1993; SCHLAIFER      
et al, 1996; KODURU et al, 1997; SANCHEZ et al, 1998; MOLLER et al, 1999). Vários 
estudos demonstraram hiperexpressão da p53 secundária a acúmulo nuclear da proteína nos 
LNH, cuja freqüência varia dependendo do tipo histológico (IMMAMURA et al, 1994; DE 
RE et al, 1994; SCHLAIFER et al, 1996; MARTINEZ-DELGADO et al, 1997; SOINI       
et al, 1998; SANCHEZ et al, 1998).  
Em relação aos linfomas B, detectamos expressão da p53 em 50% dos linfomas 
de Burkitt e em 28% dos linfomas difusos de grandes células B. De fato, a hiperexpressão 
da p53 é mais freqüentemente observada nos linfomas de Burkitt (VILLUENDAS et al, 
1992; SOINI et al, 1992; NAGAI et al, 1998), nas formas agressivas de linfomas de células 
do manto (HERNANDEZ et al, 1996) e em cerca de 17-40% dos linfomas difusos de 
grandes células B (KRAMER et al, 1996; NAVARATNAM et al, 1995; PIRIS et al, 1994; 
SANCHEZ et al, 1998).  
Encontramos expressão da p53 em 40% dos linfomas T-periféricos, 33% dos 
anaplásicos CD 30 + e somente em um dos oito casos de linfomas linfoblástico T (12,5%), 
corroborando os dados de PETIT e colaboradores (2001) que observaram expressão da p53 
em 37% dos linfomas T, sendo freqüente nos linfomas anaplásicos CD30+, T-periféricos, 
NK/T nasal e raro nos linfomas linfoblásticos.  
No nosso trabalho, a expressão da p53 foi relacionada a uma pior resposta à 
quimioterapia e menor sobrevida global. O valor prognóstico do papel do p53 e das 
proteínas relacionadas com o controle do ciclo celular e apoptose nos LNH agressivos 
ainda é um tema controverso na literatura. Os diferentes métodos de avaliação do status do 
p53, a seleção dos pacientes, análise estatística e as diferenças de tratamento podem 
dificultar a comparação entre diversos estudos. Um exemplo que pode ser citado é um 
trabalho do grupo de PIRIS et al (1994), que mostrou menor sobrevida em LNH B de alto 
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grau de malignidade em pacientes com expressão da p53 e Bcl-2. No entanto, esses autores 
não especificaram exatamente como era feita a avaliação da imunohistoquímica e, na 
análise de sobrevida, linfomas de Burkitt, que apresentam um comportamento clínico 
distinto, foram analisados em conjunto com outros linfomas B, cuja evolução clínica e 
tratamento são diferentes. NIEDER et al (2001), numa meta-análise, não puderam concluir 
se de fato a presença de mutação do p53 ou superexpressão da proteína são realmente 
fatores preditivos de mau prognóstico.  
No nosso estudo, remissão completa foi atingida por 60% dos pacientes com 
expressão negativa da p53 e somente em 16% dos casos com expressão da p53 (P=0.005). 
A hiperexpressão da p53 poderia estar relacionada nesses casos a uma disfunção da 
proteína, que é fundamental na interrupção do ciclo celular e indução da apoptose em 
resposta a lesões do DNA. A suscetibilidade à apoptose é um fator determinante de resposta 
à quimioterapia antineoplásica. Portanto, as células neoplásicas com disfunção da p53 
seriam incapazes de responder ao estímulo tóxico (lesão do DNA causado pelo 
quimioterápico), justificando a má resposta ao tratamento. Diversos estudos mostram uma 
associação entre resistência a agentes quimioterápicos e diminuição da capacidade celular 
de indução da apoptose (SACHS et al, 1993; LOWE et al, 1994; O’CONNOR et al, 1997; 
OLIVEIRA et al, 2002). Corroborando nossos resultados, WILSON et al (1997) e 
MOLLER et al (1999) relataram que anormalidades da p53 foram relacionadas com 
resistência a drogas antineoplásicas e pior resposta à quimioterapia. SAKAI et al (1998) 
não encontraram correlação entre expressão da p53 e resposta à quimioterapia. Porém, 
nesse estudo poucos casos foram avaliados, e o grupo estudado era constituído por 
diferentes subtipos histológicos de LNH não comparáveis. Em um estudo brasileiro, 
expressão de p53 foi encontrada em 38% de 24 casos de LNH difuso de grandes células B, 
porém não foi observada correlação entre expressão e resposta à quimioterapia ou IPI 
(KERBAUY et al, 2001). 
A análise dos nossos resultados demonstrou que a expressão da p53 é um fator 
prognóstico independente na determinação da SG, quando comparada à idade, LDH e 
estadio de Ann Arbor. Os pacientes com expressão da p53 tiveram uma sobrevida mediana 
de 4 meses, enquanto que os casos com expressão negativa da p53 apresentaram uma 
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mediana de 39 meses (P=0,0015). Quando os pacientes foram estratificados de acordo com 
a idade < 55 anos e ≥ 55 anos, a expressão negativa de p53 foi relacionada a um melhor 
prognóstico em termos da SG, em ambos os grupos (P=0,0015 e 0,0413, respectivamente). 
O mesmo foi observado quando os pacientes foram estratificados de acordo com o 
estadiamento de Ann Arbor (estadio I/II vs III/IV)(P=0,0001 e 0,0013, respectivamente). A 
análise isolada dos casos de LNH difuso de grandes células B foi realizada no intuito de 
avaliar a expressão das proteínas num grupo mais homogêneo de pacientes. Pudemos 
observar os mesmos resultados significativos em relação às curvas de sobrevida.  
Os pacientes com expressão negativa da p53 apresentaram uma maior sobrevida 
em comparação com os casos com expressão da p53 e expressão ausente da p21/WAF-1. 
Esse último fenótipo é geralmente associado com a presença de mutações de ponto, que 
podem inativar a função da p53 (CHILOSI et al, 1996; VILLUENDAS et al, 1997; 
KODURU et al, 1997). Por outro lado, superexpressão da p53 selvagem é associada com 
acúmulo da p21/WAF-1 (MAESTRO et al, 1997). Nos linfomas anaplásicos CD 30 + é 
comum co-expressão das duas proteínas, mas mutações do p53 são raramente observadas 
(CESARMAN et al, 1993).  
Portanto, a análise imunohistoquímica combinada da p53 e p21/WAF-1 é útil, 
pois traz informações a respeito do estado funcional do gene supressor p53. MOLLER et al 
(1999) analisaram 34 pacientes com LNH difuso de grandes células B e encontraram uma 
sensibilidade e especificidade de 100% na detecção de mutações de ponto do p53, 
associando-se a expressão de ambas as proteínas. Neste estudo, os casos com 
hiperexpressão da p53 e expressão negativa da p21/WAF-1 apresentaram uma menor 
sobrevida. De fato, um dos casos que sequenciamos apresentou uma mutação no éxon 6 do 
p53. O paciente apresentava hiperexpressão da p53 (++) e ausência de expressão da 
p21/WAF-1. Sua evolução clínica foi extremamente rápida, com falha de resposta à 
quimioterapia, falecendo 7 meses após o diagnóstico, em decorrência de progressão de 
doença.  
Assim como em nosso estudo, KODURU et al (1997) observaram que presença 
de anormalidades da p53 (mutações e hiperexpressão) teve influência negativa na sobrevida 
de pacientes com linfomas de células B. Esses achados corroboram os trabalhos de PIRIS    
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et al (1994) e NAVARATNAM et al, (1998) que haviam previamente relatado a associação 
entre hiperexpressão de p53 e menor sobrevida. No entanto, outros autores não encontraram 
correlação entre expressão de p53 e sobrevida em LNH difuso de grandes células B 
(KRAMER, 1996; SANCHEZ, 1998; OSADA, 1999).  
Nos estudos baseados na análise de DNA, mutações do p53 foram encontradas 
em 19-33% dos linfomas de Burkitt (PREUDHOMME et al, 1995) e em 22% dos linfomas 
difusos de grandes células B (ICHIKAWA et al, 1997). Neste último trabalho, houve uma 
menor sobrevida dos pacientes com mutação do p53, porém somente nos grupos de IPI de 
risco baixo e baixo-intermediário. SÁNCHEZ-BEATO et al (2001) observaram uma menor 
sobrevida nos LNH difuso de grandes células B com acúmulo de alterações do p53, p16 e 
p27, porém não houve diferença de sobrevida entre os pacientes com e sem mutação do p53 
isoladamente. 
No nosso estudo, um dos objetivos iniciais era realizar a pesquisa de mutações 
nas regiões do gene p53 onde elas são mais freqüentemente encontradas, ou seja, no 
domínio de ligação do DNA, localizado nos éxons 5-8 (códons 126-306). O 
sequenciamento destes éxons detecta cerca de 85% das mutações do p53 
(KOCIALKOWSKI et al, 1995). No entanto, a análise de mutações do p53 foi prejudicada 
em nosso trabalho por dois motivos: material insuficiente (bloco desbastado) e dificuldade 
de extração de DNA intacto dos blocos, o que impediu a amplificação adequada pela 
técnica de PCR. Atribuímos essa dificuldade ao tipo de material utilizado, tecido fixado em 
formol e embebido em parafina. Durante a fixação por formalina, o formaldeído dentro dos 
tecidos muda gradualmente para ácido fórmico, que pode hidrolisar o DNA. O tempo de 
fixação (superior a 24 horas), o período de estocagem do bloco (GREER et al, 1994) e o 
uso de formalina não tamponada também podem afetar a qualidade do DNA (GOELZ et al, 
1985; FRANK et al, 1996). A maior parte dos nossos casos apresentaram um produto de 
PCR inadequado, com bandas de fraca intensidade, amplificação de produtos inespecíficos 
e não amplificação em vários casos. Só foi possível realizar sequenciamento de sete casos, 
pois o produto do PCR dos demais éxons foi inadequado para a reação, mesmo após 
purificação do PCR. 
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No nosso trabalho, a expressão da c-Myc foi encontrada em 69-75% dos 
linfomas, com exceção dos linfomas anaplásicos CD30+ , onde foi observada em  40% dos 
casos. 
Nos pacientes com LNH difuso de grandes células B, a expressão negativa da 
c-Myc correlacionou-se com melhor resposta à quimioterapia (75% dos pacientes negativos 
atingiram RC, enquanto que somente 25% dos positivos responderam ao tratamento 
quimioterápico). Além disso, observamos uma menor sobrevida global nos pacientes com 
hiperexpressão da c-Myc, porém somente naqueles com idade inferior a 55 anos. 
Recentemente CHANG et al (2000) encontraram correlação entre co-expressão da c-Myc e 
p53 com estadios mais avançados e IPI de risco alto e alto/intermediário em pacientes com 
LNH difuso de grandes células B, porém o reduzido número de casos (n=21) não permitiu a 
realização da análise de sobrevida. No entanto, num estudo com maior número de casos 
(n=76), ZHANG et al (1999) não encontraram influência da expressão de c-Myc em 
relação à SG e SLD dos pacientes avaliados. 
Não observamos correlação entre a expressão da proteína p21/WAF-1 com as 
demais proteínas estudadas (p53, c-Myc, Mdm-2 ou PCNA) e com parâmetros clínicos. 
Isoladamente, a expressão da p21/WAF-1 não teve influência na SG, exceto quando 
associada à expressão da p53. Por outro lado, PYNIOL et al (1997) observaram uma 
expressão diminuída da p21/WAF-1 em células cancerosas, esta correlacionada com 
progressão de doença. Um estudo recente mostra que a hipermetilação da p21/WAF-1, 
levando a uma diminuição dos níveis de RNAm e, portanto, da proteína, também seria um 
fator de mau prognóstico para algumas neoplasias (ROMAN-GOMEZ et al, 2002).  
No nosso trabalho, a expressão da Mdm2 foi observada em cerca de 30% dos 
linfomas de alto grau de malignidade histológico, corroborando resultados de outros autores 
(MAESTRO et al, 1995; KAWAMATA et al, 1996; SANCHEZ et al, 1998; MOLLER         
et al, 1999; EISCHEN et al, 1999). A Mdm2 inativa e degrada a p53, alterando, portanto, os 
mecanismos de indução da apoptose e bloqueio da proliferação celular mediados pela p53. 
A amplificação ou superexpressão da Mdm2 pode aumentar a capacidade de transformação 
neoplásica da célula e ocorre em várias neoplasias humanas (BARTEL et al, 2001). Nos 
linfomas, o gene mdm2 não está amplificado, porém a expressão da proteína está 
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aumentada nos linfomas agressivos, devido a um aumento da tradução do RNA 
(KAWAMATA et al, 1996; CAPOULADE et al, 1998).  
Observamos no nosso estudo que os pacientes com linfomas agressivos e 
expressão negativa da Mdm2 obtiveram uma melhor SG. Quando os pacientes foram 
estratificados pela idade, a expressão negativa de Mdm2 foi associada com uma maior SG 
somente nos pacientes com idade inferior a 55 anos. Nestes pacientes, a sobrevida mediana 
foi 39 meses para os casos negativos e 13 meses para os positivos (P =0.04). A expressão 
da Mdm2 também foi considerada um fator prognóstico independente nos casos com 
estadio avançado (Ann Arbor III e IV). Pacientes Mdm2 positivos tiveram uma menor SG 
comparados aos pacientes Mdm2 negativos (P =0.0013). Corroborando nossos resultados, 
SANCHEZ et al (1998) também identificaram a baixa expressão de Mdm2 como fator de 
bom prognóstico nos LNH difusos de grandes células B e MOLLER et al (1999) mostraram 
associação da hiperexpressão de Mdm2 com uma menor SG em linfomas foliculares, LNH 
de zona marginal e LNH de células do manto. Portanto, esses dados sugerem que a 
hiperexpressão da Mdm2 é de fato um fator de mau prognóstico nos LNH. 
Na análise das proteínas reguladoras da apoptose, observamos uma alta 
expressão de Bak, Bax, Mcl-1 e Bcl2 nos LNH difusos de grandes células B. 
A proteína Bcl-2 é considerada uma molécula importante na resistência a 
drogas, devido a seu efeito anti-apoptótico. Expressão da Bcl-2 foi encontrada em 59% dos 
nossos casos com LNH difuso de grandes células B. No entanto, a expressão da Bcl-2 não 
foi correlacionada com resposta à quimioterapia, SG ou SLD, corroborando os dados de 
ZHANG et al (1999) e WILSON et al (1997). O impacto clínico da expressão da Bcl-2 foi 
bem ilustrado por KRAMER et al (1998), que mostrou uma SLD significativamente maior 
nos pacientes com LNH difuso de grandes células B com ausência de expressão da Bcl-2. 
Outros estudos também demonstraram um efeito adverso da alta expressão da Bcl-2, 
associando-a a uma menor SLD (KRAMER, 1996; HERMINE, et al 1996; GASCOYNE    
et al, 1997; SANCHEZ et al, 1998) e menor SG (HILL et al, 1996; GASCOYNE et al, 
1997; KRAJEWSKI et al, 1997; KRAMER et al, 1998; BAIREY et al, 1999) nos LNH 
difuso de grandes células B. Uma explicação possível para essa discrepância de resultados é 
que a expressão de genes associados ao Bcl-2 (Bax, Bcl-xl) e a presença de mutações ou 
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disfunção da p53 poderiam modular o efeito da Bcl-2 (PEPPER  et al, 1997; PEARSON        
et al, 2000) .  
A proteína pró-apotótica Bax é regulada pela p53 (PEARSON et al, 2000) e 
forma um dímero com a proteína Bcl-2, antagonizando seu efeito anti-apoptótico. 
Observamos uma alta expressão da Bax nos nossos pacientes com LNH difuso de grandes 
células B, com exceção de três casos, mas não houve diferença em relação ao tempo de 
sobrevida entre os casos com expressão ou não da proteína. Superexpressão da Bax foi 
relatada em 100% dos linfomas do tipo MALT e os casos com histologia de alto grau de 
malignidade apresentaram maior número de células positivas (STEFANAKI et al, 1998). A 
expressão da Bax está relacionada com tumores mais agressivos e indiferenciados 
(KRAJEWSKI et al, 1997) e a baixa expressão da Bax foi associada com um pior 
prognóstico em tumores sólidos (KRAJEWSKI et al, 1995). No entanto, a expressão da 
Bax não é considerada um fator prognóstico independente nos LNH (GASCOYNE et al, 
1997). Neste último trabalho citado, a análise combinada da expressão da Bax com a 
expressão da Bcl-2 mostrou que, os pacientes com baixa expressão da Bcl-2 e a ausência de 
expressão da Bax apresentaram menor SG e SLD, sugerindo que a ausência da Bax 
conferia um fenótipo mais agressivo. A diminuição dos níveis da Bax poderia levar à 
resistência das células tumorais à indução da apoptose pelos agentes quimioterápicos. 
Contrariando esses resultados, alguns estudos correlacionaram alta expressão da Bax com 
pior prognóstico em pacientes com LNH. Recentemente, BAIREY et al (1999) observaram 
que a expressão da Bax foi associada com menor SG num grupo com LNH 
quimiorresistente. A superexpressão da Bax poderia estar relacionada com a presença de 
mutações do gene, pois podem ser encontradas em cerca de 21% de linhagens de células de 
neoplasias hematológicas humanas (MEIJERINK et al, 1998). Por outro lado, mutações do 
bax do tipo “null”  ou deleções, com desvio de leitura, poderiam levar a uma perda da 
expressão da proteína (GUTIERREZ et al, 1998, BRIMMEL et al, 1998). 
A proteína Mcl-1 é uma proteína anti-apoptótica, cuja expressão nos LNH foi 
relatada inicialmente por SCHLAIFER et al (1996). No nosso trabalho, superexpressão da 
Mcl-1 foi observada em quase todos os casos avaliados, mas não encontramos uma 
associação relevante da expressão da Mcl-1 com parâmetros clínicos e sobrevida. A análise 
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da curva de sobrevida de Kaplan-Meier sugere uma pior sobrevida em tumores com alta 
expressão da Mcl-1, embora não seja estatisticamente significativa (P=0,08), 
provavelmente devido ao pequeno número de casos avaliados. A alta expressão da Mcl-1 
foi associada com falha de resposta ao tratamento quimioterápico de pacientes com LLC 
(KITADA et al, 1998). É interessante também citar o trabalho de ZHOU et al (2001), onde 
foram monitorados camundongos transgênicos que expressavam Mcl-1. Cerca de 85% dos 
animais transgênicos desenvolveram LNH de vários subtipos, principalmente do tipo 
folicular e difuso de grandes células B num período de 2 anos de observação. Esse achado 
demonstra a importância da regulação dessa proteína e seu provável envolvimento na 
gênese dos LNH. 
Bak é uma proteína pró-apoptótica regulada pela p53 (POHL et al, 1999; 
PEARSON v, 2000; KITAMURA et al, 1999). Poucos trabalhos na literatura avaliaram a 
correlação entre a expressão da Bak e prognóstico em LNH. No nosso estudo, 
superexpressão da Bak foi observada na maioria dos LNH difuso de grandes células B. No 
entanto, a superexpressão da Bak não foi associada a uma menor sobrevida global, 
corroborando os dados publicados por BAIREY et al (1999). Por outro lado, SHOELCH      
et al (1999) descreveram um aumento de expressão da Bak relacionado à progressão de 
doença em carcinoma epidermóide oral, independente do status do p53. 
Em relação à atividade proliferativa dos nossos casos, esta foi avaliada através 
da expressão da PCNA. Essa proteína, hipo-regulada pela p53, detecta células nas fases G1 
tardia e S do ciclo celular, correlacionando-se diretamente com as taxas de proliferação 
celular e síntese de DNA. A PCNA representa a atividade proliferativa dos LNH, 
correlacionando-se com outros marcadores, como o Ki-67, MIB-1 e fração da fase S (PICH 
et al, 1994).  Observamos expressão da PCNA em todos os casos avaliados e encontramos 
uma maior taxa de células positivas e maior freqüência de expressão nos linfomas de 
Burkitt (77% com padrão +++) e linfoblástico (85,6 % com padrão +++). Observamos 
correlação entre o grau da expressão da PCNA com a da c-Myc nos linfomas agressivos 
(P=0.002), ambas relacionadas com proliferação celular. Tal associação foi descrita por 
PALESTRO et al (1997), que analisou proliferação celular com MIB-1, expressão da Bcl-2, 
c-Myc e p53 em linfoma linfocítico e encontrou correlação direta da expressão de MIB-1 
Discussão 
114
com a da c-Myc, o que poderia estar relacionado com doença mais agressiva.  No entanto, 
em concordância com nosso trabalho, esse autor também não encontrou correlação entre o 
marcador de proliferação com a expressão da p53, ao contrário do observado no trabalho de 
KORKOLOPOULOU et al (1994). Tal correlação pode ocorrer, pois a p53 selvagem tem 
um efeito de regulação negativa sobre a PCNA, impedindo a progressão das células no 
ciclo celular. Porém no caso de uma p53 desregulada ou com mutação haveria o efeito 
contrário, com aumento da expressão da PCNA, levando à proliferação celular. 
Em conclusão, o nosso estudo demonstrou a influência das proteínas p53, 
Mdm2, c-Myc e provavelmente Mcl-1 no prognóstico dos pacientes com LNH agressivos. 
As demais proteínas avaliadas (Bcl-2, Bax, Bak), envolvidas na apoptose, não tiveram 
influência na resposta ao tratamento, embora estivessem altamente expressas. 
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 CONCLUSÃO 
1. A expressão das proteínas p53 e c-Myc foi relacionada a uma pior resposta à 
quimioterapia nos pacientes com linfomas agressivos. 
2. A expressão da p53, Mdm2 e c-Myc foi relacionada a uma menor SG nos 
pacientes com linfomas agressivos e nos pacientes com LNH difuso de 
grandes células B. 
3. O fenótipo p53+/p21/WAF-1- foi relacionado a um pior prognóstico (menor 
sobrevida e pior resposta à quimioterapia) nos pacientes com linfomas 
agressivos. 
4. As proteínas pró-apoptóticas  Bax e Bak foram altamente expressas nos 
pacientes com LNH difuso de grandes células B. No entanto, não houve 
correlação da expressão dessas proteínas com parâmetros clínicos, resposta à 
quimioterapia e sobrevida.  
5. As proteínas anti-apoptóticas Mcl-1 e Bcl-2 também foram altamente 
expressas nos LNH difusos de grandes células B. A expressão de Bcl-2 não 
foi correlacionada com sobrevida ou resposta à quimioterapia. No entanto, 
houve uma tendência de menor sobrevida global nos pacientes com 
hiperexpressão de Mcl-1. 
6. A utilização de material fixado em formol e embebido em parafina oferece 
dificuldades técnicas na obtenção de DNA intacto para realização de PCR e 
sequenciamento. No entanto, é possível obter amplificação em alguns casos. 
7. A técnica de imunohistoquímica é um método simples e rápido de avaliação 
da proteína p53 e oferece informações relevantes relacionadas ao 
prognóstico dos linfomas agressivos, principalmente quando associada à 
avaliação da p21/WAF-1. 
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 SUMMARY 
Aggressive non-Hodgkin’s lymphomas (NHL) form a heterogeneous group in 
terms of clinical presentation, histology, immunophenotype, response to treatment and 
prognosis. Diffuse large B-cell NHL (DLCL) constitute up to 20-25% of NHL in many 
series. Combination chemotherapy may cure 40-50% of adult patients. Several clinical 
prognostic factors have been described to predict clinical outcome, as age, LDH, 
performance status, and stage and are useful for identifying high-risk patients, who would 
benefit from a more intensive approach. 
 Abnormalities of cell cycle and apoptosis regulating proteins seem to be an 
important mechanism of tumorigenesis and may play a role in the prognosis of aggressive 
NHL.  
The expression of p53, p21/WAF-1, Mdm2 , c-Myc and proliferating cell 
nuclear antigen (PCNA) proteins were examined by the immunohistochemistry of paraffin 
embedded tissues of 113 high grade non-Hodgkin's lymphomas (NHL) and in 62 patients 
with aggressive NHL correlated to clinical data. Expression of p53, p21/WAF-1, Mdm2 
and c-Myc protein was observed in 17 out of 62 cases (30%), 25 out of 60 (42%), 13 out of 
44 (30%) and 39 out of 51 (76.5%), respectively. The p53+/p21WAF-1 phenotype, which 
is more frequently found in p53 mutations, was associated with a worse overall survival 
(P=0.04) and with a lower rate of complete response (CR)(PF=0.01). p53 and c-Myc 
negative expression was related to a better response to chemotherapy (PF=0.005 and 0.035, 
respectively). The expression of p53, c-Myc and Mdm2 was related to a shortened overall 
survival (P < 0.001, 0.05 and 0.037 respectively), suggesting that the expression of these 
proteins could be associated with a poor outcome in these patients. 
We looked for mutations of p53 gene in aggressive NHL patients with 
hiperexpression of p53 protein (n=17). DNA extraction was performed in 15 patients and 
PCR amplification of exons 5-9 was possible in 7 cases. We found a point mutation in exon 
6 (Val→Glu;T→A), in a patient with p53 hiperexpression and p21 negative expression. 
We also evaluated the expression of apoptosis-regulating proteins (p53, Bcl-2, 
Bax, Bak and Mcl-1) of paraffin-embedded tissues of 33 patients with diffuse large B-cell 
NHL, and assessed the relationship of these proteins to clinical outcome and response to 
chemotherapy. 
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Our results showed that p53 expression was an independent 
immunohistochemical parameter related to a poor prognosis in these lymphomas. Bcl-2, 
Bax, Bak and Mcl-1 proteins, though highly expressed in almost all cases were not 
associated with prognosis or response to treatment. 
Summary 
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